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I N T R O D U C C I O N
La o b t e n c i ó n  de a l i m e n t o s  ha si-do s i e m p r e  m o t i v o  de g r a n  
p r e o c u p a c i ó n  p a r a  l o s  p u e b l o s  y ,  en l a  a n t i g ü e d a d ,  c a u s a  de 
más de una g u e r r a .  La p o b l a c i ó n  m u n d i a l  en e l  año  1967 e r a  
de 3 * 500  m i l l o n e s ,  en l a  a c t u a l  ida'd es  de 4 . 500 m i l l o n e s  y 
se e s t i m a  que  p a r a  e l  año  2 . 0 0 0  s e r á  de a p r o x i m a d a m e n t e  
7.000 m i l l o n e s ;  es d e c i r  q u e ,  t o ma ndo  como r e f e r e n c i a  el  año
1967,  en 33 años  l a  p o b l a c i ó n  m u n d i a l  se  h a b r á  d u p l i c a d o ,  l o  
c u a l  da una t a s a  a n u a l  de c r e c i m i e n t o  de 2 , 1 % ;  s i n  e mb a r g o  
se c r e e  que  d i c h a  v e l o c i d a d ,  l a  ma y o r  en l a  h i s t o r i a  de l a  
h u m a n i d a d ,  c o n t i n u a r á  a u m e n t a n d o  h a s t a  a l c a n z a r  v a l o r e s  de 
2 , 5 % / a ñ o  a n t e s  de c o m e n z a r  a d e c l i n a r ^ ' 7 .
R e s u l t a  o b v i o  que  t a l  t a s a  de c r e c i m i e n t o  p o b l a c i o n a l  debe  
s e r  a c o mp a ñ a d a  po r  o t r a  e q u i v a l e n t e  en l a  c a n t i d a d  de a l i m e n ­
t o s .
S e gún  l a  FAO,  d u r a n t e  l a s  dos  ú l t i m a s  d é c a d a s  l a  p r o d u c ­
c i ó n  de a l i m e n t o s  t a n t o  a n i v e l  m u n d i a l  como r e g i o n a l  f ue  
ma y o r  que  e l  a u me n t o  de l a  p o b l a c i ó n ,  p e r o  l a  d i f e r e n c i a  
e n t r e  ambas  se  ha e s t r e c h a d o ^ E s t o  i n d i c a  que  l a  t a s a  de 
p r o d u c c i ó n  a n u a l  de a l i m e n t o s  es  i n f e r i o r  que  l a  de c r e c i ­
m i e n t o  p o b l a c i o n a l ,  c on  l o  c u a l  a l  c o r r e r  de l  t i e m p o ,  de no 
r e v e r t i r s e  e s t a  t e n d e n c i a ,  se p r o d u c i r á  una v e r d a d e r a  de f i '  
c i e n c i a  a l i m e n t a r i a .
P ^ r  o t r a  p a r t e ,  d e n t r o  de l a  a l i m e n t a c i ó n ,  es  b i e n  c o n o ­
c i d o  e l  p a p e l  que  j u e g a n  l a s  p r o t e í n a s ,  como a s í  t a m b i é n  l a  
i m p o r t a n c i a  que  r e v i s t e  l a  c a l i d a d  ( v a l o r  b i o l ó g i c o )  de l a s  
mi s ma s .  E s t o  se  r e f l e j a  en un i n f o r m e  de l  C o m i t é  A s e s o r  de 
l a s  N a c i o n e s  U n i d a s  s o b r e  l a  a p l i c a c i ó n  de l a  C i e n c i a  y T e c ­
n o l o g í a  r e f e r e n t e  a l a  p r o d u c c i ó n  y c o ns umo  de p r o t e í n a s  
c o m e s t i b l e s  d o n d e  se  d e s t a c a  l a  i m p o r t a n c i a  y g r a v e d a d  que 
r e v i s t e  e l  p r o b l e m a  de l a  a l i m e n t a c i ó n  p r o t e i c a  en e l  s e r
humano.  E x i s t e n  m i l l o n e s  de n i ñ o s  que  por  f a l t a  de c a l o r í a s
( 2 )y p r o t e í n a s  s u f r e n  r e t r a s o  f í s i c o  y me n t a l
El  p r o b l e m a  e s t á  p l a n t e a d o :  d e f i c i e n c i a  a l i m e n t a r i a  con
el  a g r a v a n t e  de l a  d e f i c i e n c i a  en p r o t e í n a s .  ¿ Qué  s o l u c i o n e s  
p ue d e  a p o r t a r  el  hombr e  a e s t e  p r o b l e m a ? .  Una p o s i b l e  s o l u ­
c i ó n ,  s i  b i e n  d i f í c i l  de l l e v a r  a c a b o  p o r  r a z o n e s  c u l t u r a l e s  
y / o  é t  i c a s ,  c o n s i s t e  en c o n t r o l a r  e l  a u me n t o  de l a  p o b l a c i ó n .
-  1 -
O t r a ,  es  a u m e n t a r  l a  c a n t i d a d  de a l i m e n t o s  y d e n t r o  de é s t o s  
l a  de p r o t e í n a s .
E s t o  ú l t i m o  es aún f a c t i b l e ,  i n c r e m e n t a n d o  e l  r e n d i m i e n t o  
de l a s  c o s e c h a s ,  s ea  po r  e l  uso  de f e r t i l i z a n t e s ,  por  e l  de 
v a r i e d a d e s  g e n é t i c a m e n t e  m e j o r a d a s  t a l  que  se a d a p t e n  a c l i m a s  
donde  n o r m a l m e n t e  no h u b i e s e n  c r e c i d o ,  o con  un c o n t e n i d o  
ma y o r  de p r o t e í n a s .  Se han e n c o n t r a d o  v a r i e d a d e s  de t r i g o  
que r e s u l t a n  más e f i c i e n t e s  que  o t r a s  en c o n v e r t i r  e l  n i t r ó ­
geno  de l  s u e l o  en p r o t e í n a s ,  l o  c u a l  s u g e r i r í a  l a  p o s i b i l i ­
dad de i n t r o d u c i r  g e n e s  e s p e c í f i c'o s ' q u e p o d r í a n  c a u s a r  un
i n c r e m e n t o  de l  2 a l  5% en e l  c o n t e n i d o  de p r o t e í n a  de l  g r a n o
. ( 3 8 )de t r i g o
De e s p e c i a l  i n t e r é s  r e s u l t a  l a  t r a n s f o r m a c i ó n  de c o m p u e s ­
t o s  n i t r o g e n a d o s  no p r o t e i c o s  o b t e n i d o s  po r  s í n t e s i s  q u í m i c a  
( e j .  u r e a )  en p r o t e í n a  de a l t o  v a l o r  b i o l ó g i c o .  P o r  e j e m p l o ,  
se  ha d e m o s t r a d o  que  es  p o s i b l e  o b t e n e r  b u e n o s  r e n d i m i e n t o s
en l e c h e  v a c u n a  m e d i a n t e  d i e t a s  que  c o n t i e n e n  u r e a  o s a l e s
. • . . f , , . ( 3 3 )de a mo n i o  como ú n i c a  f u e n t e  de n i t r ó g e n o
O t r a  p o s i b i l i d a d  que  p e r m i t i r í a  i ncV e m e n t a r  l a  c a n t i d a d  
de a l i m e n t o s  s e r í a  l a  i n c o r p o r a c i ó n  a l a s  t i e r r a s  p r o d u c ­
t i v a s  de l a s  d e n o m i n a d a s  á r e a s  m a r g i n a l e s ,  es d e c i r  z o n a s  
q u e ,  s i  b i e n  p o t e n c i  a 1 me n t e  p r o d u c t i v a s ,  po r  a l g ú n  m o t i v o  
( e j . :  r é g i m e n  de l l u v i a s  i n s u f i c i e n t e )  no son u t i l i z a d a s
a c t u a l m e n t e  p a r a  p r o d u c e  i ó n-.
* E s p e c í f i c a m e n t e  d e n t r o  de l  t ema de l a s  p r o t e í n a s ,  e x i s t e n  
ademáis de l a s  f u e n t e s  t r a d i c i o n a l e s  ( c a r n e s ,  d e r i v a d o s  
l á c t e o s ,  v e g e t a l e s )  o t r a s  no t r a d i c i  ona  1es  d e s t i n a d a s  a o c u ­
p a r  un l u g a r  p r e p o n d e r a n t e  d e n t r o  de l a  a l i m e n t a c i ó n  m u n d i a l .
L as  f u e n t e s  t r a d i c i o n a l e s  d e p e n d e n  en ú l t i m a  i n s t a n c i a  de 
l a s  t i e r r a s  a p t a s  p a r a  p r o d u c c i ó n  l a s  c u a l e s ,  i n e x o r a b l e m e n t e ,  
t e n d r á n  un t o p e ,  y es  a q u í  d o n d e  i n t e r v i e n e n  l a s  no t r a d i ­
c i o n a l e s ,  por  no t e n e r  una s u j e c i ó n  t a n  e s t r i c t a  a l a s  
t i e r r a s .  Una p a r t e  de e s t a s  f u e n t e s  no t r a d i c i o n a l e s  l a  c o n s ­
t i t u y e n  s u b p r o d u c t o s  de l a  i n d u s t r i a  a l i m e n t a r i a .  P o r  e j e m p l o  
l o s  c o n c e n t r a d o s  de p e s c a d o ,  o l a  t o r t a  que  q u e d a  l u e g o  de 
e x t r a e r  e l  a c e i t e  de s e m i l l a  de o l e a g i n o s a s  ( 50%  de p r o t e í n a s )  
pue de n  s e r  i n c o r p o r a d o s  a l a  d i e t a  huma n a ,  s e a  d i r e c t a m e n t e ,  
m e j o r a n d o  p r e v i a m e n t e  su p a l a t a b i l i d a d ,  o i n d i r e c t a m e n t e  
u t i l i z á n d o l o s  como f u e n t e  de n i t r ó g e n o  en b a l a n c e a d o s  d e s t i n a d o s
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a l a  a l i m e n t a c i ó n  a n i m a l .  S i n  e mb a r g o  en l o s  ú l t i m o s  a ñ o s  
l o s  i n v e s t i g a d o r e s  han c e n t r a d o  su a t e n c i ó n  en o t r a  f u e n t e  
no t r a d i c i o n a l  de p r o t e í n a s :  l o s  m i c r o o r g a n i s m o s .  E s t o s
c o n t i e n e n ,  t é r m i n o  m e d i o ,  e n t r e  ^0 y 50 % de p r o t e í n a s  y 
p r e s e n t a n  ademas  l a s  s i g u i e n t e s  v e n t a j a s :
1 . -  P u e d e n  c r e c e r  s o b r e  s u s t r a t o s  mu'y v a r i a d o s .
2 . - Su o b t e n c i ó n  es  i n d e p e n d i e n t e  de l a s  c o n d i c i o n e s  c l i m á ­
t i c a s .
3 . -  Las  i n s t a l a c i o n e s  n e c e s a r i a s  p a r a  su p r o d u c c i ó n  r e q u i e r e n  
poco  e s p a c i o .
k . - C o r t o  t i e m p o  de d u p l i c a c i ó n .
E s t e  ú l t i m o  p u n t o  es  i m p o r t a n t e  p o r q u e  s u p o n e  una g r a n  v e n t a j a  
con r e s p e c t o  a l a s  f u e n t e s  t r ad  i c i o n a  1 es  t a l  como se d e s ­
p r e n d e  de l  c u a d r o  I ^  .
C u a d r o  I
V a l o r e s  c o m p a r a t i v o s  d e l  t i e m p o  de d u p l i c a c i ó n  de l a  b i o m a s a
p a r a  d i f e r e n t e s  o r g a n i s m o s .
Orga n i s m o T i empo 
( m í n i m o
d e 
)
dup l  i c a e  i ón 
de l a  b i o m a s a
B a c t e r i a s - L e v a  du ra s 20 - 120 m i n u t o s
Hongos  - A l g a s 2 - 6 h o r a s
P a s t u r a s y a l g u n a s p l a n t a s 1 - 2 s e ma n a s
P o 1 l o s ■ 2 - h s e ma n a s
Cerdos^ U - 6 s e ma n a s
Gana do  v a c u n o 1 - 2 mes es
Cuando se c o n s  i d e r a l a  c a n t i da d de p r q t e í n a  p r o d u c  i da po r  d i  
( 3 )a p a r t i r de f u e n t e s t r a d i c i o n a l e s y m i c r o o r g a n  i smos
( C u a d r o  l l ) ,  l a  v e n t a j a  a f a v o r  de e s t o s  es  más que  e v i d e n t e .
C u a d r o  I I
R e n d i m i e n t o  p r o t e i c o  en f u e n t e s  t r a d i c i o n a l e s  y en m i c r o o r g a n i s m o s
P r o t e í n a  p r o d u c i d a  
po r  c / 1 0 0 0  K g . ( K g / d í a )
R e n d i m i e n t o  d i a r i o
Ganado  v a c u n o 1 0 , 1
S o j a 1 0 1
L e v a d u r a s , o 6 1 O3
^ c t e r  i a s , o " 1 0 ' 0
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Todo e s t o  h a c e  que e l  c o s t o  de p r o d u c c i ó n  de m i c r o o r g a n i s m o s  
c on  f i n e s  a l i m e n t a r i o s  s e a  m e n o r •que  e l  de muchas  f u e n t e s  
t r a d i c i o n a l e s  de p r o t e í n a s .  En e l  c u a d r o  I I I  se  da e l  p r e c i o  
r e l a t i v o  de a l g u n o s  p r o d u c t o s  t r a d i c i o n a l e s ,  en p e s o s / K g .  
de p r o t e í n a  con r e s p e c t o  a l a s  p r o t e í n a s  de o r i g e n  m i c r o b i a n o
a l a s  que  a r b i t r a r i a m e n t e  se l e s  .'ha a s i g n a d o  e l  v a l o r  de
1 /v a  - - ( ^0 )1 p e s o / K g .  de p r o t e i n a
Cuadr o  I I I
C o s t o s  r e l a t i v o s  p a r a  p r o t e í n a s ,  de d i s t i n t o s  o r í g e n e s
$ / K g .  de p r o t e í n a
H a r i n a  de s o j a 1
P r o t e í n a s  m i c r o b i a n a s 1
P o 1 l o s 5
Queso
C e r d o s
co
Hue v o s 9,1
C o r d e r o s 1 3 , 7
V a c u n o s KjJ
 
—
1
O b v i a m e n t e  e s t o s  v a l o r e s  e s t á n  s u j e t o s  a v a r i a c i o n e s . s e g u n  
el  p a í s  de que se t r a t e ,  p e r o  de t o d o s  modos l a  t e n d e n c i a  
"es muy c l a r a .  P o r  o t r a  p a r t e ,  l a  p o s i b i l i d a d  de c r e c e r  
so f f r e  s u s t r a t o s  muy d i s t i n t o s  p e r m i t e  r e s o l v e r ,  a l  menos  en 
p a r t e ,  o t r o  s e r i o  p r o b l e m a  que  e n f r e n t a  l a  h u m a n i d a d ,  l a 
c o n t a m i n a c i ó n  a m b i e n t a l .  En e f e c t o ,  muchos  e f l u e n t e s  i n d u s ­
t r i a l e s  ( s ó l i d o s  y l í q u i d o s )  p o s e e n  una c o m p o s i c i ó n  q u í m i c a  
c a p a z  de s o p o r t a r ,  c o n v e n i e n t e m e n t e  s up I  e m e n t a d o s  , e l  c r e c i ­
m i e n t o  de m i c r o o r g a n i s m o s .  Como e j e m p l o s  p u e d e n  c i t a r s e  
a l g u n o s  p r o c e s o s  que  a c t u a l m e n t e  se c u m p l e n  a n i v e l  i n d u s t r i a l :  
P r o d u c c i ó n  de T o r u l a  u t i l i s  s o b r e  m e l a z a s  de c a ñ a  y r e m o l a c h a ,
s u e r o  de q u e s o ,  d e r i v a d o s  d e l  p e t r ó l e o ,  l í q u i d o  s u l f í t i c o ( M
p r o d u c c i ó n  de S a c c h a r o m y c e s  f r a g i l i s  ( a c t u a l m e n t e  K l u i v e r o -  
myces  ) s o b r e  s u e r o  de q u e s o ^  ^  , e t c . .  A e s t a  n u e v a
f u e n t e  de p r o t e í n a s  se  l a  c o n o c e  como P r o t e í n a s  U n i c e l u l a r e s  
i i* . U . )  . D i c h o  t é r m i n o  e n g l o b a  a t o d o  m i c r o o r g a n i s m o  ( b a c ­
t e r i a s ,  a l g a s ,  h o n g o s  y l e v a d u r a s )  s u s c e p t i b l e  de s e r  c u l t i v a d o
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con  f i n e s  a l i m e n t a r i o s ,  s e a n  p a r a  humanos  o a n i m a l e s .
La s e l e c c i ó n  de un m i c r o o r g a n i s m o  en p a r t i c u l a r  d e p e n d e r á
de a s p e c t o s  nu t  r i c ¡ o n a l  es  - c a l i d a d  y c o n t e n i d o  en p r o t e í n a s -  ,
t e c n o l ó g i c o s ,  e c o n ó m i c o s ,  d i s p o n i b i l i d a d  de l  s u s t r a t o ,  c o s t o
de l  mi s mo ,  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  po r  u n i d a d  de l  s u s t r a t o ,
p r o d u c t i v i d a d ,  e t c . ,  y f i n a l m e n t e  l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  que
'  (8se d e s e a n  en e l  p r o d u c t o  f i n a l :  t e x t u r a , a r o ma ,  s a b o r ,  e t c .
Los  p a s o s  a s e g u i r  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  de P . U .  son más o 
menos  l o s  mi s mo s ,  i n d e p e n d i e n t e  nre n t e  de l  m i c r o o r g a n i s m o  
u t i l i z a d o  y c o m p r e n d e n :
1. -  D i s p o n e r  de una f u e n t e  de c a r b o n o  a s i m i l a b l e  y e c o n ó m i c a  
( p r e f e r e n t e m e n t e  a l g ú n  s u b p r o d u c t ó ) . P a r a  l o g r a r  e s t a  c o n d i ­
c i ó n  en a l g u n o s  c a s o s  d e b e  s o m e t e r s e  d i c h a  f u e n t e  a t r a t a ­
m i e n t o s  p r e l i m i n a r e s ,  po r  e j .  h i d r ó l i s i s  s i  se t r a t a  de un 
pol  ¡ s a c a r  i d o .
2 . - P r e p a r a c i ó n  de un me d i o  de c u l t i v o  b a l a n c e a d o  s u p l e m e n ­
t a n d o  a l a  f u e n t e  de c a r b o n o  con c o m p u e s t o s  n i t r o g e n a d o s  ,
f ó s f o r o ,  s a l e s  y f a c t o r e s  de c r e c i m i e n t o .  S i  e l  m i c r o o r g a ­
n i s mo  a u t i l i z a r  es un a l g a  u n i c e l u l a r  l a  f u e n t e  de c a r b o n o  
s e r á  CO^,  e l  c u a l  s e  h a c e  b u r b u j e a r  en el  me d i o  de c u l t i v o  
o se  l o  s u m i n i s t r a  po r  a l g ú n  o t r o  a r t i f i c i o .
3 . -  E t a p a  de d e s a r r o l l o  de l  m i c r o o r g a n i s m o  en el  me d i o  de
c u l t i v o ,  d o n d e  e l  s u s t r a t o  c a r b o n a d o  es t r a n s f o r m a d o  en
b i o m a s a ,  l a  c u a l  c o n t e n d r á  a p r o x i m a d a m e n t e  un 50% de p r o-
t e í n a s .
»
k . - S e p a r a c i ó n  de l a  b i o ma s a  de l  me d i o  de c u l t i v o  a g o t a d o .
5 • - T r a t a m i e n t o  de l  m a t e r i a l  c e l u l a r  p a r a  o b t e n e r  el  p r o d u c t o  
t e r m i n a d o  i n c l u y e n d o  o no o p e r a c i o n e s  de p u r i f i c a c i ó n .
Con r e s p e c t o  a l a  t e r c e r  e t a p a ,  que  i n v o l u c r a  el  c u l t i v o  
de l  m i c r o o r g a n i s m o  p r o p i a m e n t e  d i c h o ,  e x i s t e n  b á s i c a m e n t e  
t r e s  modos  de l l e v a r l a  a c a b o :
1. C u l t i v o  d i s c o n t i n u o  ( B a t c h )  : El  v o l u m e n  t o t a l  de l  me d i o
de c u l t i v o  es  s e mb r a d o  con e l  m i c r o o r g a n i s m o  y é s t e  d e s a r r o l l a  
s i g u i e n d o  una c i n é t i c a  s i g m o i d e a  en el  t i e m p o .  C o n c l u i d a  l a 
mi sma l a s  c é l u l a s  son c o s e c h a d a s .
2.  C u l t i v o  c o n t i n u o :  El  me d i o  de c u l t i v o  i n g r e s a  a un c a u d a l
d e t e r m i n a d o  a l  r e a c t o r  en el c u a l  se l l e v a  a c a b o  e l  c u l t i v o .  
D i c h o  r e a c t o r  e s t á  p r o v i s t o  de un r e b a l s e ,  po r  el  c u a l  s a l e  
el  me d i o  de c u l t i v o  p a r c i a l m e n t e  a g o t a d o  j u n t o  con  l a s  c é l u l a s  
f o r m a d a s ,  po r  l o  que  el  v o l u m e n  de c u l t i v o  se  m a n t i e n e  c o n s t a n t e
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El  s i s t e m a  f o r m a d o  es t a l  q u e ,  b a j o  c i e r t a s  c o n d i c i o n e s ,
a l c a n z a  un e s t a d o  e s t a c i o n a r i o  t a n t o  en l a  c o n c e n t r a c i ó n  de
b i o m a s a  como en l a  de l o s  n u t r i e n t e s  d e l  me d i o  de c u l t i v o .
3.  C u l t i v o  d i s c o n t i n u o  a l i m e n t a d o  ( F e d - b a t c h ) :  E s t e  c a s o
es i n t e r m e d i o  e n t r e  l o s  dos  a n t e r i o r e s .  El  r e a c t o r  en el
c u a l  s e  l l e v a  a c a b o  e l  d e s a r r o l l p  es  a l i m e n t a d o  con  me d i o
de c u l t i v o  p e r o  en e s t e  c a s o  no e x i s t e  n i n g ú n  r e b a l s e ,  po r
l o  que  e l  v o l u m e n  a u m e n t a  con  e l  t i e m p o .  La c o n c e n t r a c i ó n
de b i o m a s a  v a r i a r á  en e l  t i e m p o  o n o ,  s e g ú n  cómo se  d i s e ñ e
l a  a l i m e n t a c i ó n .  Se p u e d e  d a r  e.l p a s o  en que  l a  c a n t i d a d
de b i o m a s a  a u m e n t e  a l a  mi sma - v e l o c i d a d  a l a  que  l o  h a c e  e l
v o l u m e n  de l  c u l t i v o ,  p o r  l o  que  en e l  t i e m p o  l a  c o n c e n t r á ­
i s )
c i ó n  p e r m a n e c e r á  c o n s t a n t e .  Es un e s t a d o  q u a s i  e s t a c i o n a r i o  
D e n t r o  de e s t e  c o n t e x t o ,  m e r e c e  e s p e c i a l  a t e n c i ó n  l a  
c a l i d a d  de l a  p r o t e f n a ,  l a  c u a l  p u e d e  s e r  e v a l u a d a  m e d i a n t e  
d i s t i n t o s  p a r á m e t r o s  como:  d i g e s t i b i l i d a d ,  v a l o r  b i o l ó g i c o ,
r e l a c i ó n  de e f i c i e n c i a  p r o t e i c a ,  e t c . .
L a s  p r o t e í n a s  b a c t e r i a n a s  son más r i c a s  en a m i n o á c i d o s  
que  c o n t i e n e n  a z u f r e  que  l a s  l e v a d u r a s ,  y e s t o  h a c e  que  t e n ­
gan un ma y o r  v a l o r  b i o l ó g i c o  ( V . B . ) .  S i n  e mb a r g o  es p o s i b l e  
s u b s a n a r  e s t e  i n c o n v e n i e n t e  s u p 1 e m e n t a n d o  l a  p r o t e í n a  de
, ,  . .  . .  ,  ( 1 0 , 1 1 , 7 9 )l e v a d u r a s  con a m i n o á c i d o s  a z u f r a d o s
O t r o  f a c t o r  que  de be  s e r  c o n s i d e r a d o  con  r e s p e c t o  a l  
V . B . de l a s  p r o t e í n a s  u n i c e l u l a r e s ,  es  l a  p a r e d  de l o s  
pi i c r o o  r g a n  i smos . E s t u d i o s  s o b r e  r a t a s  m o s t r a r o n  que  l a  r u p ­
t u r a  de l a  c é l u l a  t r a j o  como c o n s e c u e n c i a  un i n c r e m e n t o  
d e l V . B . ^ 2 ^.
Las  p r o t e í n a s  u n i c e l u l a r e s  p u e d e n  s e r  d e s t i n a d a s  a l a
a l i m e n t a c i ó n  a n i m a l  o huma n a .  En e s t e  ú l t i m o  c a s o  se  de be  
t B n e r  en c u e n t a  que  e s t a s  p r o t e í n a s  t i e n e n  un c o n t e n i d o  
r e l a t i v a m e n t e  a l t o  de á c i d o s  n u c l e i c o s .  En e f e c t o ,  es  b i e n  
c o n o c i d o  que el  m e t a b o l i s m o  de l a s  p u r i n a s  c o n d u c e  a l a  f o r ­
m a c i ó n  de á c i d o  ú r i c o  y que  e s t o  es  c a u s a n t e  de g o t a  ( f o r ­
m a c i ó n  de c r i s t a l e s  de u r e a  en l a s  a r t i c u l a c i o n e s )  o b i e n  
se p u e d e n  f o r m a r  c á l c u l o s  en e l  t r a c t o  u r i n a r i o  c u a n d o  l a  
s o l u b i l i d a d  d e l  á c i d o  ú r i c o ,  en o r i n a ,  es  s o b r e p a s a d a .
P r u e b a s  con humanos  m o s t r a r o n  q u e ,  como má x i mo ,  se p u e d e n  
i n g e r i r  2 g de ARN de l e v a d u r a  po r  d í a  ( a p r o x i m a d a m e n t e  ^5 g
de l e v a d u r a ) ( 1 3 ) Es p o r  e s t e  m o t i v o  que  se  han e s t u d i a d o
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m é t o d o s  p a r a  r e d u c i r  e l  c o n t e n i d o  de á c i d o s  n u c l e i c o s ,  s o b r e  
t o d o  en l e v a d u r a s ,  p o r  s e r  é s t a s  l a s  más a m p l i a m e n t e  u t i l i ­
z a d a s  p a r a  p r o d u c i r  P r o t e í n a s  U n i c e l u l a r e s .  E n t r e  l o s  m é t o ­
dos  u t i l i z a d o s  m e r e c e n  c i t a r s e  e l ’ g o l p e  t é r m i c o  a p l i c a d o  
a c é l u l a s  de C a n d i d a  u t i l i s ,  c u y o  t e n o r  en á c i d o s  n u c l e i c o s  
es de a p r o x i m a d a m e n t e  7%,  o b t e n i é n d o s e  l u e g o  de l  t r a t a m i e n t o
p r e p a r a d o s  con no más de 1 - 1 , 5 %  de á c i d o  n u c l e i c o  y 50% de 
( 1 M  „ :
p r o t e i n a  . O t r o  mé t o d o  p r o p u e s t o  se b a s a  en l a  s o l u b i l i -  
z a c i ó n  de p r o t e í n a s  de l a  l e v a d u r a  p o r  t r a t a m i e n t o  c on  NaOH 
C M S )  y p o s t e r i o r  p r e c i p i t a c i ó n  d e l  e x t r a c t o  a l c a l i n o  a 
pH *+ , 3 . De e s t e  modo e l  p r e p a r a d o  c o n t i e n e  83% de l a s  p r o ­
t e í n a s  y menos  d e l  5% de l o s  á c i d o s  n u c l e i c o s  o r i g i n a l m e n t e  
p r e s e n t e s  ^  ^  . F i n a l m e n t e  se  ha e s t u d i a d o  l a  r e d u c c i ó n  de 
á c i d o s  n u c l e i c o s  " ¡ n  v i v o "  m e d i a n t e  e l  c o n t r o l  de l a  r e í  a ­
c i ó n  C/P y e l  t i p o  de l a  f u e n t e  de n i t r ó g e n o  en el  me d i o  de 
c u l t i v o  como a s í  t a m b i é n  l a  f a s e  de c r e c i m i e n t o  en que  se 
c o s e c h a n  l a s  c é l u l a s .  El  ( N H ^ ^ S O .  da un ma y o r  c o n t e n i d o  
en á c i d o s  n u c l e i c o s  que  l a  u r e a  ^
E s t e  ú l t i m o  mé t o d o  de r e d u c c i ó n  de* á c i d o s  n u c l e i c o s ,  a u n ­
que  q u i z á s  no t a n  e f e c t i v o ,  t e n d r í a  l a  v e n t a j a  s o b r e  l o s  
o t r o s  que  no i m p o r t a r í a  un ma y o r  i n c r e m e n t o  en e l  c o s t o  de 
p r o d u c e  i o n .
\
Es d e b i d o  a l  p r o b l e m a  d e l  c o n t e n i d o  en á c i d o s  n u c l e i c o s  
q u e , h a s t a  e l  p r e s e n t e ,  l a s  p r o t e í n a s  u n i c e l u l a r e s  s e  han 
u t i l i z a d o  p r i n c i p a l m e n t e  como f u e n t e  de p r o t e í n a  p a r a  a n i m a ­
l e s  f q u e  i n t e r v i e n e n ,  p o r  s u p u e s t o ,  en l a  c a d e n a  a l i m e n t a r i a  
de l  h o mb r e ,  p o r  e j .  p o r c i n o s  y g a l l i n á c e o s .
En r e s ume n  podemos  c o n s i d e r a r  que  s i  b i e n  e s t a s  p r o t e í n a s  
c o n s t i t u y e n  una f u e n t e  po r  demás  i n t e r e s a n t e ,  e l l a s  s o l a s
no p o d r á n  d a r  s o l u c i ó n  a l  p r o b l e m a  de f a l t a  de a l i m e n t o s .  
D i c h a  s o l u c i ó n  de b e  s u r g i r  a t r a v é s  de una ma y o r  p r o d u c c i ó n  
de l a s  f u e n t e s  t r a d i c i o n a l e s  m e d i a n t e  l a  a p l i c a c i ó n  de l o s  
c o n o c i m i e n t o s  c i e n t í f i c o s  y a g r o t e c n o l ó g i c o s  a c t u a l m e n t e  
d i s p o n i b l e s  y a l  c o n c u r s o  de f u e n t e s  no t r a d i c i o n a l e s ,  como 
l a s  p r o t e í n a s  u n i c e l u l a r e s ,  que  po r  su v a l o r  a l i m e n t i c i o ,  
a c e p t a b i l i d a d  y c o s t o  p u e d a n  i n c o r p o r a r s e  d i r e c t a  o i n d i  r e c
t a m e n t e  a l a  a l i m e n t a c i ó n  huma na .
H a b i e n d o  d e s t a c a d o  l a  i m p o r t a n c i a  de l a s  p r o t e í n a s  u n i ­
c e l u l a r e s  como a l  i m e n t o  p a r a  h u ma n o s ,  ya s e a  en f o r ma
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d i r e c t a  o a t r a v é s  de d i f e r e n t e s  e s p e c i e s  a n i m a l e s ,  r e s u l t a  
i n t e r e s a n t e  c o n s i d e r a r  l a  o b t e n c i . ó n  de p r o t e í n a s  a p a r t i r  
de s u s t r a t o s  de b a j o  c o s t o ,  como es e l  s u e r o  de q u e s o  que  
c o n s t i t u y e  un s u b p r o d u c t o  de l a  i n d u s t r i a  l á c t e a .  En n u e s ­
t r o  p a í s  l a  p r o d u c c i ó n  d i a r i a  o s c i l a  a l r e d e d o r  de 3-000 
t o n e l a d a s ,  de l a s  c u a l e s  una p e q u e ñ a  p a r t e  se s e c a  como t a l  , 
s e  usa  como a l i m e n t o s  p a r a  c e r d o s '  y un g r a n  v o l u m e n  se  d i s ­
pone s i n  n i n g ú n  t r a t a m i e n t o  p r e v i b .
El  a l t o  c o n t e n i d o  de l a c t o s a  que  p o s e e  e l  s u e r o ,  p o s i b i ­
l i t a  su t r a n s f o r m a c i ó n  m e d i a n t e ,  m i c r o o r g a n i s m o s ,  ya  s ea  p a r a  
l a  o b t e n c i ó n  de b i o m a s a  o m e t a b o l  i t o s  de i n t e r é s  c o m e r c i a l .
En l a  p r i m e r a  p a r t e  de e s t e  t r a b a j o  se  p r e s e n t a n  l o s  
e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  p a r a  l a  t r a n s f o r m a c i ó n  de s u e r o  de q u e s o  
e m p l e a n d o  una l e v a d u r a  de l  g é n e r o  K l u i v e r o m y c e s ,  e s t a b l e e  i en 
do l a s  c o n d i c i o n e s  o p e r a t i v a s  y de me d i o  de c u l t i v o  p a r a  
l a  o b t e n c i ó n  de un p r e p a r a d o  p r o t e i c o ,  como a s í  t a m b i é n  l a  
e v a l u a c i ó n  de l a s  p o s i b i  1 i d a d e s  de d i c h o  p r e p a r a d o  como 
a l i m e n t o  p a r a  a n i m a l e s .
En l a  s e g u n d a  p a r t e  d e l  t r a b a j o  s-e e s t u d i a n  d i v e r s o s  
a s p e c t o s  í n t i m a m e n t e  r e l a c i o n a d o s  a l a  o b t e n c i ó n  de p r o t e í ­
nas  no c o n v e n c i o n a l e s .  A s í ,  en l o  r e f e r e n t e  a c o n t r o l  de 
p r o c e s o ,  s e  p r o p o n e  un mé t o d o  que  p e r m i t e ,  b a j o  c i e r t a s  
c o n d i c i o n e s ,  e v a l u a r  e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  ( Y)  , ' c u y o  v a l o r  
da una me d i d a  de l a  e f i c i e n c i a  de c o n v e r s i ó n  de l  s u s t r a t o  
h i d r o c a r b o n a d o  en masa c e l u l a r .  P o r  o t r a  p a r t e  se e s t u d i a  
l a ^ o b t e n c i ó n  de b i o m a s a  m e d i a n t e  un s i s t e m a  de c u l t i v o  
i n t e r m a d i o  e n t r e  e l  c u l t i v o  d i s c o n t i n u o  ( b a t c h )  y e l  c o n ­
t i n u o ;  es  d e c i r  un c u l t i v o  d i s c o n t i n u o  a l i m e n t a d o  ( C . D . A . ) .  
E s t e  s i s t e m a  r e s u l t a  i n t e r e s a n t e  p o r q u e  o p e r a  en f o r ma
r e l a t i v a m e n t e  s i m p l e  y s e g ú n  a l g u n o s  a u t o r e s  c o n d u c e  a mayo-
( 33 )r e s  r e n d i m i e n t o s  que  e l  b a t c h  c l a s i c o  . P r e v i o  a l a s  
e x p e r i e n c i a s  se  d e s a r r o l l ó  un m o d e l o  m a t e m á t i c o ,  e l  c u a l  
s e  e x p o n e  d e t a l l a d a m e n t e ,  con  e l  o b j e t o  de o b t e n e r  c r i t e r i o s  
que p e r m i t a n  d i s e ñ a r  un CDA.  Es po r  e s t e  m o t i v o  que  l a s  e x p e ­
r i e n c i a s  r e a l i z a d a s  e s t u v i e r o n  d i r i g i d a s  h a c i a  l a  v e r i f i ­
c a c i ó n  e x p e r i m e n t a l  de l  m o d e l o ,  el  c u a l  es  de c a r á c t e r  más 
g e n e r a l  y p u e d e  c o n s t i t u i r  una c o n t r i b u c i ó n  i n t e r e s a n t e  al  
d e s a r r o l l o  de l a  t e c n o l o g í a  de l o s  p r o c e s o s  f e r m e n t a t i v o s .
o t r a
i
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F i n a l m e n t e  y en r e l a c i ó n  a l  p r o c e s o  de o b t e n c i ó n  de p r o ­
t e í n a s  u n i c e l u l a r e s  m e d i a n t e  l e v a d u r a s ,  se  r e a l i z a r o n  e s t u d i o s  
a f i n  de e s t a b l e c e r  l a  i n f l u e n c i a  de m u t a n t e s  r e s p i r a t o r i a s  
s o b r e  e l  r e n d i m i e n t o  en bi  o m a s a .  D i c h a s  m u t a n t e s ,  n o r m a l ­
me n t e  p r e s e n t e s  en l a s  p o b l a c i o n e s  de l e v a d u r a s ,  p r e s e n t a n  
a l t e r a c i o n e s  en su c a p a c i d a d  p a r a  u t i l i z a r  o x í g e n o ,  r a z ó n  
por  l a  c u a l  no p u e d e n  a p r o v e c h a r  e f i c i e n t e m e n t e  l a  f u e n t e  
h i d r o c a  r b o n a d a  da nd o  m e t a b o l i t o s '  ( e j .  e t a n o l ) ,  que  l i b e r a n  
a l  m e d i o ,  c on  l a  c o n s i g u i e n t e  merma de l  r e n d i m i e n t o  en b i o m a s a .
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M A T E R I A L E S  Y METODOS
1. M e d i d a s  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r :
a .  T é c n i c a s  T u r b i d i m é t r i c a s :  La. d e n s i d a d  ó p t i c a  de l a s
s u s p e n s i o n e s  c e l u l a r e s  f u e  d e t e r m i n a d a  u t i l i z a n d o  un 
e s p e c t r o f o t ó m e t r o  " E s p e c t r o n  i.c 2 0 " ,  a 625 nm.
b.  R e c u e n t o  de m i c r o o r g a n i s m o s  t o t a l e s :  se  e f e c t u ó  u t i ­
l i z a n d o  una c á m a r a  de N e u b a u é r  d o b l e  s i g u i e n d o  l a  
t é c n i c a  c o n v e n c i o n a l  p a r a  c o n t a r  g l ó b u l o s  r o j o s .
c .  P e s o  s e c o :  m u e s t r a s  de 10 mi . ,  s e  c e n t r i f u g a r o n  en una 
c e n t r í f u g a  R0LC0  a 3-500  rpm.  El  r e s i d u o  se  l a v ó  2 
v e c e s  con H^O d e s t i l a d a  en t u b o s  p r e v i a m e n t e  t a r a d o s ,  
l o s  c u a l e s  f u e r o n  l l e v a d o s  a e s t u f a  ( a 1 0 5 ° C  h a s t a  
p e s a d a  c o n s t a n t e ) .
d.  C o r r e l a c i ó n  e n t r e  p e s o  s e c o  y r e c u e n t o  c e l u l a r :
Se r e a l i z ó  un c u l t i v o  en t a n q u e  u t i l i z a n d o  e l  me d i o  G, 
c o n t e n i e n d o  s u e r o  d e s p r o t e i n i z a d o  en l u g a r  de s u e r o  
e n t e r o  y una c o n c e n t r a c i ó n  de  l a c t o s a  de l  o r d e n  de 
6 g / 1 .  S o b r e  una m u e s t r a  de l  c u l t i v o ,  en f a s e  e s t a c i o ­
n a r i a ,  s e  d e t e r m i n ó  p a r a l e l a m e n t e  e l  r e c u e n t o  c e l u l a r  
en c á m a r a  de N e u b a u e r  y e l  p e s o  s e c o ,  s u r g i e n d o  l a  
s i g u i e n t e  c o r r e l a c i ó n :
- 8
P e s o  s e c o  ( g / 1 )  = 1 , 2 2  . 10 X ( R e c u e n t o  c e l u l a r  ( c e 1 ) ) .
m 1
2.  L a c t o s a  y s a c a r o s a :  s e  d e t e r m i n a r o n  en b a s e  a l  mé t o d o  de 
»
0 - T o l u i d i n a  p r o p u e s t o  po r  Hu l mán  y m o d i f i c a d o  p o r  H y v a r i n e n  
y N i k k ¡1 a ^  ^  .
3- U r e a :  S e  d e t e r m i n ó  u t i l i z a n d o  e l  mé t o d o  e n z i m á t i c o  r e c o -
( 5 9 )menda do  p o r  W i e n e r
4 . A m o n í a c o :  P a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  de a m o n í a c o ,  se  u t i l i z ó  el
mi smo mé t o d o  que  p a r a  U r e a  con l a  s a l v e d a d  de que  a l  t u b o  
de r e a c c i ó n  no se  l e  a d i c i o n ó  U r e a s a .
5- L í p i d o s :  La m a t e r i a  g r a s a  f u e  d e t e r m i n a d a  po r  e x t r a c c i ó n
en S o x h l e t  u t i l i z a n d o  como s o l v e n t e  C l ^ C H .
6 . N i t r ó g e n o :  Se  d e t e r m i n ó  por  e l
A s s o c  i a t i on O f f i c i a l  A n a l y t i c a l
mé t o d o  de K j e l d a h l  
( 34 )C h e m i s t s V
s e g ú n a
7- P r o t e í n a s :  E l  c o n t e n i d o  de p r o t e í n a s  f u e  e v a l u a d o  m e d i a n t e
l a  t é c n i c a  p r o p u e s t e  po r  S t i c k l a n d ,  H . L . ( 3 3 )
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A m i n o á c i d o s :  La c o m p o s i c i ó n  a m i n o a c í d i c a  de l  p r e p a r a d o
p r o t e  i cu se  a n a l i z ó  s e g ú n  V a r y and J o h n s o i í ^ '  p r e v i a  
h i d r ó l i s i s  de l a  m u e s t r a  con  HC1 6 N a 1 1 0 ° C  d u r a n t e
2k h o r a s  en t u b o  c e r r a d o  a la* l l a m a
s C a
(61)
2+ 2 +M i n e r a l e s :  l o s  c a t i o n e s  y Mg se  d e t e r m i n a r o n  po r
Naq u e 1 a t o m e t r i  a con  EDTA 
a b s o r c i ó n  a t ó m i c a  en m 
P a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  de f ó s f o r o  se  u t i l i z ó  e l  mé t o d o
por  e s p e c t r o m e t r í a  de
( 6 2 )u e s t r a  l i b r e  de m a t e r i a  o r g a n i c a v '
a l c a l i m é t r i c o  y l o s  ó x i d o s  ( R - 0 - ) s e  e v a l u a r o n  po r  p r e c i
f  ^ (63)p i t a c i ó n  con NaOH y c a 1 c i n a c i ó-n en c r i s o l  de P t   ^ .
10.  D e t e r m i n a c i ó n  de l i s i n a  d i s p o n i b l e :  se  e f e c t u ó  po r  el
mé t o d o  de S .  R h a g a v e n d a  r Rao  y C o l . ^ ^ .
11.  A c i d o  r i b o n u c l e i c o :  p a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  de l  RNA se
*  *  ( o 5)u t i l i z o  e l  mé t o d o  i n d i c a d o  po r  T r e v e l y a n  y H a r r i s o n
12.  V a l o r  b i o l ó g i c o :  s e  d e t e r m i n ó  a p a r t i r  d e l  v a l o r  de u t i ­
l i z a c i ó n  p r o t e i c a  n e t a  ( U P N )  y d i g e s t i b í l  ¡ dad  ( D ) s e c ú n
( 9 )Mi 1 1 e r  y B e n d e r
13* D e t e r m i n a c i o n e s  M a n o r n é t r i c a s  :
La v e l o c i d a d  e s p e c í f i c a  de consunto  de 0  ^ ( q o 2 ) y l a  de
p r o d u c c i ó n  de CO2 ( q c o 2 ) s e  d e t e r m i n a r o n  en un r e s p i r ó -
m e t r o  W a r b u r g  c o n v e n c i o n a l  m e d i a n t e  e l  mé t o d o  d i r e c t o
1 4 . Consumo de 0 0 y p r o d u c c i ó n  de C 0 _ d u r a n t e  e l  c u l t i v o :
¿ ¿ (6 7)
Se  c a l c u l ó  en b a s e  a l a s  s i g u i e n t e s  e x p r e s i o n e s  :
( 6 .
VCO : V e l o c i d a d  de co nsum o  de 0^
VPC : V e l o c i d a d  de p r o d u c c i ó n  de CO^
Fn^ : C a u d a l  de gas  i n e r t e  ( N ^ )
V:  V o l u me n  de c u l t i v o  ( l )
P :  P r e s i ó n  t o t a l
p O j i  P r e s i ó n  p a r c i a l  de 0  ^ en e l  gas  que  i n g r e s a  a l  f e r m e n t a d o r .
p c ^ :  P r e s i ó n  p a r c i a l  de C0^ en e l  gas  que  i n g r e s a  a l  f e r m e n t a d o r
po^ : P r e s i ó n  p a r c i a l  de 0^ en e l  gas  que  s a l e  de l  f e r m e n t a d o r
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Fn p o 1 po
V C O  =----- r j ^ ~  ( --------------- ----------------- -  --------------- - ---------------  )V p - p o 1 - p c 1 p - p o 2 - p c 2
Fn pe p c 1
VPC =---( ---------------- ---------  - -------------------  )V p - p c 2 - p o 2 p - p c 1 - p o l
p C 2  ^ P r e s i ó n  p a r c i a l  de CO^ en e l  g a s  que  s a l e  d e l  f e r m e n ­
t a d o  r .
No se i n c l u y e  en l a s  e x p r e s i o n e s  de VCO y VPO l a  p r e s i ó n  de 
v a p o r  de H^O p o r q u e  l o s  g a s e s  de s a l  i d a  d e l  f e r m e n t a d o r ,  a n t e s
de a n a l i z a r l o s ,  s e  h i c i e r o n  p a s a r  p o r  s i l i c a  6 e 1 con el  
o b j e t o  de s e c a r l o s  y e v i t a r  i n t e r f e r e n c i a  en l a  d e t e r m i n a c i ó n  
de C02 .
La p r e s i ó n  p a r c i a l  de 0 2 se  m i d i ó  con un a n a l i z a d o r  de 0^ 
p a r a m a g n é t i c o  B e c k m a n ,  m i e n t r a s  que  l a  de CO^ c on  un a n a l  i - 
z a d o r  H i l g e r  S B / H ^ .  En e s t e  ú 1 t i m o  ‘ c a s o  e l  H ^0 i n t e r f i e r e  
p o r q u e  l a  m e d i d a  se  b a s a  en l a  a b ' s o r c i ó n  de r a d i c a c i ó n  i n f r a ­
r r o j a .  Ambos a n a l i z a d o r e s  son  c o n t i n u o s  y e l  c a u d a l  que  se  
h i z o  p a s a r  p o r  e l l o s  e s t u v o  d e n t r o  1 de l o s  l í m i t e s  i n d i c a d o s  
por  l o s  f a b r i c a n t e s .
T a n t o  l a  c a n t i d a d  t o t a l  de 0 2 c o n s u m i d o  como l a  de CO^ 
p r o d u c i d o  d u r a n t e  e l  c u l t i v o ,  f u e  e v a l u a d a  c a l c u l a n d o  el  
á r e a  b a j o  l a s  r e s p e c t i v a s  c u r v a s  de VCO y VPC en f ( 0 ) ;  
t o d o s  l o s  v a l o r e s  e s t á n  r e f e r i d o s  a c o n d i c i o n e s  n o r m a l e s  de
p r e s i ó n  y t emp era t u r a .
Cua ndo  e l  c o c i e n t e  r e s p i r a t o r i o  de  l a s  c é l u l a s  d u r a n t e  
e l  c u l t i v o ,  s e  m a n t u v o  c e r c a n o  a l a  u n i d a d ,  se u t i l i z a r o n  
l a s  s i g u i e n t e s  e x p r e s i o n e s :
F : C a u d a l  de a i r e  ( l / h )
1 5 . E l  c o e f i c i e n t e  v o l u m é t r i c o  de t r a n s f e r e n c i a  de 0« , K a
T 8 D i
f u e  d e t e r m i n a d o  po r  e l  m é t o d o  de C o o p e r  y Mi 11e r  
1 6 . D e s p r o t e i n i z a c i  ón d e l  s u e r o  de q u e s o :  se  r e a l i z ó  s e g ú n
( 19)Wa s s e rma n y c o 1 .
/ r  o \
1 7 . D e t e r m i n a c i ó n  de e t a n o l :  se  r e a l i z ó  po r  e l  mé t o d o  de N i e l o u x
mo d i f i c a d o  s e g ú n  se  i n d i c a  a c o n t i n u a c i ó n ;  a p r o x i m a d a m e n t e  ^0 
mi de  m u e s t r a  se  c e n t r i f u g a n ,  se l l e v a  e l  s o b r e n a d a n t e  a 
pH = 7-8 y se  l e  a d i c i o n a n  35 mi de H^O.  E s t a  s o l u c i ó n  se 
d e s t i l a  h a s t a  r e c o g e r  kO m i .  de d e s t i l a d o ,  e l  c u a l  es
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r e c i b i d o  s o b r e  5 mi .  de H^SO^ 3N.  S o b r e  5 m i .  de e s t a  
s o l u c i ó n  se d e t e r m i n a  e t a n o l  p o r  t i t u l a c i ó n  con Cr ^O^K^  
a l  1 , 9  X p r e v i a  a d i c i ó n  de 5 “ 6 m i .  de SO^H^ c o n c e n t r a d o .
En e l  mé t o d o  o r i g i n a l  de N i c l o u x ,  e l  p u n t o  f i n a l  e s t a  
da do  po r  e l  v i r a j e  de v e r d e  a z u l a d o  a v e r d e  a m a r i l l o  
que  i n d i c a  un l i g e r o  e x c e s o  de C-r^O^; po r  l o  t a n t o  el  
p u n t o  f i n a l  no es  c l a r o  y e s t á  s u j e t o  a e r r o r e s .  La m o d i ­
f i c a c i ó n  a l  mé t o d o  c o n s i s t e  en'  a g r e g a r  un e x c e s o  c o n o ­
c i d o  de Cr ^O^  y t i t u l a r  po r  r e t o r n o  con ( N H  ^  ^ F e ( S 0  ^ ) 2 
0 , 1 0 0  N ( en  SO^H^^N)  u t i l i z a n d o  O - F e n a n t r o l  i na como 
i n d i c a d o r .  En e s t a s  c o n d i c i o n e s  en e l  p u n t o  f i n a l  se  
p r o d u c e  un n í t i d o  v i r a j e  de l  v e r d e  a l  m a r r ó n .  F i n a l m e n t e  
e l  mé t o d o  se  p r a c t i c ó  d e l  s i g u i e n t e  modo:
A 5 mi de m u e s t r a  se  l e  a d i c i o n a n  2 m i .  de Cr^O-^K^ a l  
1 , 9  X ( p / v )  s e g u i d o s  de 5 o 6 m i .  de SO^H^ c o n c e n t r a d o ,  
d e j a r  r e p o s a r  5 m i n . , l a  t e m p e r a t u r a  l l e g a  a 8 0 - 9 0 ° C ,  
e n f r i a r  b a j o  c a n i l l a ,  a g r e g a r  2 g o t a s  de 0 - F e n a n t  r o l  i na 
y t i t u l a r  con ( N H  ^) 2 F e ( S 0  ^ ) 2 0 , 1 0 0  N h a s t a  a p a r i c i ó n  
de c o l o r  m a r r ó n .  *
Se  r e a l i z a  un b l a n c o  con 5 m i .  de H^O
El  mé t o d o  se  p r o b ó  con  s o l u c i o n e s  t e s t i g o  de e t a n o l  y 
l f s  r e s u l t a d o s  s e  p u e d e n  a p r e c i a r  en e l  C u a d r o  I V .  L a s  
m u e s t r a s  que  e s t á n  f u e r a  d e l  r a n g o  d e l  mé t o d o  d e b e n  
s e r  c o n v e n i e n t e m e n t e  d i l u i d a s .
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C u a d r o  IV
V a l o r a c i ó n  de e t a n o l  po r  e l  mé t o d o  de N i c l o u x  m o d i f i c a d o
S o l u c i ó n  
Test igo
E ta n o 1(mg/ml. )
t i t " VM (mi) ( v b - V Etanol
1 a 6,96 0,87 0,20
0,20 2a 6,8*4 '
3a_ 6,90
1 a 5,18
0,60 2a 5,18 2,59 0,59
3a 5,16
1 a 3,^2 '
1,00 2a 3 , H m 1* 0,99
3a 3,1*2
1 a 1,10
1,50 2a 1 ,10 6,67 1,53
3a_ 1,10
T I T  = T i tu  1 a c i ó n
= V a l o r  p r o m e d i o  de l a s  t r e s  d e t e r m ¡ n a c i o n e s
V = 7 , 7 7  mi .  ( C u a d r u p l i c a d o )b
Se  d e b e  d e s t a c a r  que  e l  mé t o d o  en s í  no es  n u e v o  ya que  
S m i t h ,  H.  ( 1 9 5 1 )  ú t i l  i z a  e l  mi s mo  s i s t e m a  p e r o  con cond  i c i o  
nes  de r e a c c i ó n  d i s t i n t a s  Dor  e j .  l a  r e a c c i ó n  sev l l e v a  a ca
boa 60 ° C .  y u t i l i z a  $0 , H  13 N;  y c a d a  d e t e r m i n a c i ó n *
, . ( 6 9 )  ^ 2me mas de una h o r a .
1 8 .  - R e c u p e r a c i ó n  de e t a n o l  en l o s  g a s e s  de s a l i d a  d e l  f e r -  
men t a d o r  .
Se l l e v o  a c a b o  h a c i e n d o  p a s a r  l o s  g a s e s  por  un r e f r i g e ­
r a n t e  y p o s t e r i o r m e n t e  por  un f r a s c o  l a v a d o r  c o n t e n i e n d o  
SO/4H2 3 N .
1 9 .  “  I n d u c c i ó n  de r u t a n t e s  r e s p i r a t o r i a s :
P a r a  t a l  f i n ' s e  s i g u i ó  l a  t é c n i c a  p r o p u e s t a  por  N a g a i , S  ^2 ^
2 0 .  - D e t e c c i ó n  y s e l e c c i ó n  de m u t a n t e s  r e s p i  r a t o r i  as
a )  M e d i o  d i f e r e n c i a l .
El  me d i o  c o n t i e n e  ( g / l ) :  g l u c o s a  20 ;  p e p t o n a  1 , 5 ;  E x ­
t r a c t o  de l e v a d u r a  1 , 5 ;  PO^H^K 1 , 5 ;  S 0  ^ ( N H  ^ ) 1 , 5 ;  S 0 ^ M g . 7 H 2 0
2 , 0 ;  E o s i n a  15 m g . / l ;  A z u l  t r i p a n  15 mg/1;  A g a r  15 , 0 .
En e s t e  m e d i o  l a s  c é l u l a s  n o r m a l e s  ( r e s p i r a c i ó n  s u f i c i e n  
t e )  dan c o l o n i a s  de c o l o r  v i o l e t a  m i e n t r a s  que  l a s  m u t a n t e s  
r e s p i r a t o r i a s  ( r e s p i r a c i ó n  d e f i c i e n t e )  dan c o l o n i a s  r o j a s .
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- ( 5 A )P a r a  p o n e r  a p u n t o  e s t a  t é c n i c a ,  se e n s a y a r o n  d i s t i n
t a s  c o m b i n a c i o n e s  de E o s i n a  y A z u l  T r i p a n ,  e n c o n t r á n d o s e  que  
l a  r e l a c i ó n  15 - 15 ( m g / l )  r e s p e c t i v a m e n t e  e r a  l a  que  m e j o r
c o n t r a s t e  d a b a  e n t r e  ambos t i p o s  de c o l o n i a s ,  
b ) Med i o  s e l e c t i v o :
E s t e  m e d i o  p e r m i t e  e l  c r e c i m i e n t o  de c é l u l a s  n o r m a l e s  e 
i m p i d e  e l  de m u t a n t e s  r e s p i r a t o r i a s  t o t a l e s  ( qo^ = 0 ) ,  l o  
c u a l  p o s i b i l i t a ,  u t i l i z á n d o l o  j u n t o  a un c o n t r o l ,  c u a n t i f i  
c a r  una p o b l a c i ó n  d a da  con r e s p e c t o  a c a d a  t i p o  de c é l u l a  
r e a l i z a n d o  p l a q u e o s  en c a j a  d e P e t r i í ^ ^
E l  m e d i o  c o n t i e n e  ( g / 1 ) :  L a c t a t o  de Na 1 0 , 0 ;  p e p t o n a  3 , 5 ;
E x t r a c t o  de l e v a d u r a  3 , 0 ;  P 0  ^H 2 K ’ 2 , 0 ;  S 0 ^ Mg . 7 H ^ 0  1 0 , 0 ;
S 0 /4 ( NH¿4 ) 2 1 ’ 0;  A 9 a r  1 5 ’ ° *
2 1 . -  M e d i o  de c u l t i v o
M e d i o  b a s e . ( g / l ) :  L a c t o s a  2 0 , 0 ;  S O^Mg . y H^O 0 , 5 ;
P0^HI<2 2 , 5 ;  A c i d o  c í t r i c o  mo n o h i d r a t a d o 1 , 0 9 ;  pH = 5 , 7 - 5 , 5 .
M e d i o  A ( g / l ) :  L a c t o s a  6 , 0 ;  S 0 ^ Mg . 7 H ^ 0  0 , 2 ;  P 0  ^H K 2
1 , 2 5 ;  a c i d o  c í t r i c o  m o n o h i d r a t a d o  0 , 5 5 ;  E x t r a c t o  de l e v a d u r a  
2 , 0 ;  T r i p t o s a  1 , 5 ;  pH 5 , 7  - 5 , 5 .  «
M e d i o  B ( g / l ) :  L a c t o s a  1 2 , 0 ;  U r e a  1 , 2 ;  PO^H^K 9 , 6 5 ;
á c i d o  c í t r i c o  m o n o h i d r a t a d o  A , 25 ;  S O^Mg . / H^O 0 , 9 ;  E x t r a c t o  
de l e v a d u r a  2 , 6 ;  pH 5 , 7  - 5 , 5  ( L a  u r e a  se e s t e r i l i z a  p o r  se 
p a r a d o  a pH A ) .
Med i o C ( g / l ) :  L a c t o s a  1 5 , 5 ;  S 0  ^ ( N H ^ ) 2 , A;
♦SO^Mg./H^O 0 , A ; PO^HK^ 2 , 5 ;  á c i d o  c í t r i c o  m o n o h i d r a t a d o  1 , 0 9  
E x í  r a c t o  de l e v a d u r a  2 , 0 ;  pH 5 , 7  - 5 , 5 .
M e d i o  F ( g / l ) :  S a c a r o s a  1 0 , 0 ;  p e p t o n a  2 , 0 ;  e x t r a c t o  de
l e v a d u r a  2 , 0 ;  C 1 Na 0 , 1 ;  S O ^ M g ^ f ^ O  0 , 2 ;  PO^h^K 0 , 7 5 ;  PO^HK 0 , 6  0 ; 
C1 F e . 6 H 2 0 ( 10%  p / v )  0 , 1  m l / 1 ;  S O^Mn. AH 0 ( 1 0 % p / v )  0 , 1  ml /1 
Me d i o G ( g / l ) :  S 0  ^ ( N H  ^) 2 5 , 0 ;  P 0  ^rl 2 K 5 , 0 ;  E x t r a c t o  de 
l e v a d u r a  1 , 0 ;  S u e r o  de q u e s o  C . S . P .  a l c a n z a r  un t e n o r  de l a c t o s a
de 20 g / l . pH = 5 , 7  - 5 , 5 .
Me d i o  H ( g / l ) :  U r e a ' ’ 3 , 0 ;  P 0 ^ H K 2 1 , 5 ;  S O^ Mg . / H  0 0 , 1 5 ;  
M a c e r a d o  de M a í z  ( s ó l i d o )  2 , 0 ;  S u e r o  de q u e s o  CSP 1000 m i .
PH 5 , 5  - 5 , 7 .
* Se e s t e r i l i z a  p o r  s e p a r a d o  a pH = A 
En t o d o s  l o s  c a s o s  ( s a l v o  l o s  m e d i o s  G y H l a  f u e n t e  de 
c a r b o n o  y e l  S 0 ^ M g . 7 H 2 0 f u e r o n  e s t e r i l i z a d o s  s e p a r a d a m e n t e
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d e l  r e s t o  de l  me d i o  de c u l t i v o .
2 2 . -  E s t e r i l i z a c i ó n :  Los  m e d i o s  d e c u l t i v o  r e  e s t e r i l i z a r o n
a 1 2 1 ° C  d u r a n t e  15 m i n u t o s .
2 3 - ” M a n t e n i m i e n t o  de l a  c e p a :  La ¿ e p a  f u e  m e n t e n i d a  b a j o
v a s e l i n a  en un me d i o  s ó l i d o  de c o m p o s i c i ó n  ( g / 1 ) ;  l a c t o s a  
5 , 0 ;  P0^H« 2  2 , 5 ;  A c i d o  c í t r i c o  M o n o h i d r a t a d o  1 , 0 9 ;  U r e a  
0 , 5 ;  E x t r a c t o  de l e v a d u r a  1 , 0 ;  S O^Mg . y H^O 1 , 0 ;  A g a r  1 5 , 0 ;  
pH 5 , 7  " 5 , 5 .  E s t e  me d i o  s i n  v a s e l i n a ,  f u e  u t i l i z a d o  p a r a  
r e p i c a r  l a  c e p a  en t u b o  i n c l i n a d o .  ( M e d i o  D ) .
2k . - I n ó c u l o s .
P a r a  l a  p r e p a r a c i ó n  de i n ó c u l o s  p a r a  c u l t i v o s  en t a n q u e  
a g i t a d o  y e s t u d i o s  de p r o c e s o s  en e s c a l a  de f r a s c o s  a g i t a d o s  
se  u t i l i z a r o n  e r l e n m e y e r s  de 1000 m i .  con  100 mi .  de me d i o  
( s a l v o  que  se  i n d i q u e  o t r a  c o s a )  a 3 0 °  C en un a g i t a d o r  
r o t a t o r i o  a 250 r . p . m .  c on  2 , 5  cm.  de e x c e n t r i c i d a d . Los  
mi smos  f u e r o n  s e m b r a d o s  a p a r t i r  de una s u s p e n s i ó n  c e l u l a r  
en H^O e s t é r i l  p r o v e n i e n t e  de l  d e s a r r o l l o  en un t u b o  i n c l i ­
nado  en e l  me d i o  D.
25»~ C u l t i v o s  en t a n q u e s  a g i t a d o s :  *
Los  c u l t i v o s  s e  r e a l i z a r o n  en t e r m e n t a d o r e s  New B r u n s w i c k  
de 7 , 5  l i t r o s  c on  un v o l u m e n  de c u l t i v o  que  se  i n d i c a  en 
c a d a  c a s o ,  a 3 0 0 C . L a s  c o n d i c i o n e s  de o p e r a c i ó n  ( a g i t a c i ó n ,  
a e r a c i ó n )  s e  i n d i c a n  en c a d a  e x p e r i e n c i a .
A . -  C u l t i v o s  r e a l i z a d o s  con m e z c l a  de  c é l u l a s  n o r m a l e s  y 
m u l a n t e s .  El  e s que ma  s i g u i e n t e  m u e s t r a  e l  e m p l a z a m i e n t o  
de l  s i s t e m a  u t i l i z a d o .
F:  F e r m e n t a d o r ;  R:  r e f r i g e r a n t e ;  F . L . :  f r a s c o  l a v a d o r :
SG:  s i l i c a g e l ;  DO^ d e t e c t o r  de 0 2 i DCO^:  d e t e c t o r  de CO^;
c a u d a  1T m e t r o  y d e t e c t o r  de t e m p e r a t u r a  de l o s  g a s e s .
B . ~  C u l t i v o s  d i s c o n t i n u o s  a l i m e n t a d o s  ( C . D . A . ) :
La s i g u i e n t e  f i g u r a  m u e s t r a  un e s q u e ma  d e l  s i s t e m a  u t i l i z a d o  
4fn e s t e  c a s o
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FRC:  R e s e r v o r  ¡o c o n t e n i e n d o  me'di.o de c u l t i v o  c o n c e n t r a d o  
RD:  R e s e r v o r i o  c o n t e n i e n d o  me d i o  de c u l t i v o  d i l u i d o  
B:  Bomba p e r i s t á l t i c a  de c a u d a l  r e g u l a b l e
P:  P i p e t a  g r a d u a d a  ( m e d i c i ó n  de l  c a u d a l  de a l i m e n t a c i ó n
d u r a n t e  e l  c u l t i v o )
F:  F e r m e n t a d o r
M: A g i t a d o r  m a g n é t i c o
M I C R OOR G A N I S MO:
E x i s t e n  v a r i a s  l e v a d u r a s  c a p a c e s  de u t i l i z a r  l a c t o s a  como
f u e n t e  de c a r b o n o  y e n e r g í a :  K l u i v e r o m y c e s  f r á g i l  i s , K l u i v e -
r o m y c e s  l a c t i s ,  C a n d i d a  p s e u d o t r o p i c a l i s ,  C a n d i d a  k e f y r .
\
De e l l a s  K l u i v e r o m y c e s  f r á g i l  i s p o s e e  l a  c a r a c t e r í s t i c a  de
• , • i . . (26) „ , _u t i l i z a r  l a c t o s a  r á p i d a m e n t e  ; po r  e s t a  r a z ó n  y a d e ma s
por  e s t a r  a p r o b a d a  po r  l a  FDA como l e v a d u r a  d e s t i n a d a  a a l  i - 
m e * n t a c i ó n v , e n n u e s t r o s  e s t u d i o s  s ó l o  s e  u t i l i z ó  e s t e  
m i c r o o r g a n i s m o  ( K .  f r a g i l i s  N R R L Y 1 1 0 9 ) .  E s t a  l e v a d u r a  u t i ­
l i z a  l a  l a c t o s a ,  un - ga 1 a c t o s i d o  , d i r e c t a m e n t e ,  s i n  p r e v i a
h i d r ó l i s i s ,  ya  que  p o s e e  un s i s t e m a  de t r a n s p o r t e  e s p e c í f i c o .  
Una v e z  d e n t r o  de l a  c é l u l a ,  l a  l a c t o s a  es h i d r o l  i z a d a  por  
una g a l a c t o s i d a s a ,  l a  c u a l ,  a l  i g u a l  que  el  s i s t e m a  de t r a n s -  
p o r t e ,  es  i n d u c i b l e  p o r  - g a l a c t o s i d o s  . La c i n é t i c a  de
f e r m e n t a c i ó n  de l a  l a c t o s a  por  c é l u l a s  i n t a c t a s  s i g u e  una 
c i n é t i c a  de t i p o  M i c h a e l i s ^ ^ .
La p a r e d  c e l u l a r  de l  K l u i v e r o m y c e s  f r a g i l i s  e s t á  c o n s t i -  
f 2 8 )t u í d a  p o r .  ' c a r b o h i d r a t o s  ( g l u c a n o s  y ma na nos  en i g u a l  
p r o p o r c i ó n )  8 0 % ; p r o t e í n a s  10%,  g 1u c os a m i na 1%,  l í p i d o s  3 , 2 % ,  
f ó s f o r o  (como PO^H^)  0 , 2 % ;  s i e n d o  muy f á c i l m e n t e  a t a c a b l e  
por  e n z i m a s  l í t i c a s .  E l  me d i o  de c u l t i v o  p a r e c e  no t e n e r
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i n f l u e n c i a  s o b r e  l a  c o m p o s i c i ó n  de l a  p a r e d  c e l u l a r '  .
Cua ndo  d e s a r r o l l a  en l a c t o s a  p r o v e n i e n t e  de u l t r a f M i r a c i ó n
- ( 7 9 )de s u e r o  de q u e s o  p o s e e  l a  s i g u i e n t e  c o m p o s i c i ó n  
P r o t e í n a s  ( e n  b a s e  a f r a c c i o n a m i e n t o  de l  n i t r ó g e n o ) :  37,2%
A m i n o á c i d o s  a z u f r a d o s  .............................................................................  3 , 2  g /1 6 gN
A c i d o s  n u c l e i c o s  ..................................... ' ................................................... 5,7%
Como f u e n t e  de c a r b o n o  pue d e  u t i; 1 i z a r  g l u c o s a ,  g a l a c t o s a ,
( 2 9 )m a l t o s a ,  l a c t o s a ,  e t a n o l  , m i e n t r a s  que  e l  i nos i t o 1 , e l
p a n t o t e n a t o  de c a l c i o ,  l a  t i a m i n a  y e l  á c i d o  n i c o t í  n i co
r e s u l t a n  s e r  f a c t o r e s  de c r e c i m i e n t o  y po r  l o  t a n t o  i n d i s -
( 3 0 )p e n s a b l e s  c u a n d o  se d e s e a  o b t e n e r  un buen  d e s a r r o l l o
P o r  o b s e r v a c i ó n  m i c r o s c ó p i c a  se  p r e s e n t a n  como c é l u l a s
a i s l a d a s  de f o r ma  o v o i d e ,  s i e n d o  s us  d i m e n s i o n e s  a p r o x i m a d a s
de 6 u de l a r g o  p o r  A u de a n c h o .  S í  s e  u t i l i z a  c o n t r a s t e
de f a s e  y 1000 a u m e n t o s  se  a p r e c i a n  con  c l a r i d a d  l a s  v a c u o l a s ,
s i e n d o  é s t a s  muc ha s  y p e q u e ñ a s  en c é l u l a s  j ó v e n e s  y p o c a s  y
de ma y o r  t a ma ñ o  en c é l u l a s  más v i e j a s ,  l a s  c u a l e s  t a m b i é n
se  i n d i v i d u a l i z a n  f á c i l m e n t e  p o r  p o s e e r  v a r i a s  c i c a t r i c e s ,*
c a d a  una de l a s  c u a l e s  c o r r e s p o n d e  a una g e m a c i ó n
PARTE  E X P E R I M E N T A L
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OBTE NCI ON Y E V AL UAC I ON  DE UN PREPARADO P R O T E I C O  NO CONVENCI ONAL
A P A R T I R  DE SUERO DE QUESO
El  s u e r o  p r o v e n i e n t e  de l a  e l a b o r a c i ó n  de q u e s o  c o n t i e n e ,  
t é r m i n o  m e d i o ,  4 0-45  g /1 de l a c t o s a ,  10-12 g /1 de p r o t e í n a  
( N x 6 , 3 8 )  e s t a n d o  e l  r e s t o  f o r m a d o  po r  l í p i d o s  ( a p r o x i m a d a m e n t e  
0 , 7  g / 1 )  s a l e s  m i n e r a l e s  y v i t a m i n a s .  E s t a  c o m p o s i c i ó n  h a c e  que  
e s t e  s u b p r o d u c t o  s e a  un e x c e l e n t e  me d i o  b a s e  p a r a  d i f e r e n t e s  
p r o c e s o s  f e r m e n t a t i v o s  y en p a r t i c u l a r  p a r a  e l  d e s a r r o l l o  de l e ­
v a d u r a s  que ú t i l  i c e n  l a c t o s a  como f u e n t e  de c a r b o n o  y e n e r g í a .
P o r  l o  mi s mo ,  c o n s t i t u y e  un e f l u e n t e  a l t a m e n t e  p o l u t a n t e ,  l o  c u a l  
se  r e f l e j a  en una DBO c o m p r e n d i d a  e n t r e  3 0 . 0 0 0  y 4 5- 000  m g . 0 2 /1 
(5 d í a s  2 0 ° C )  o b i e n  en e l  h e c h o  de que  un m e t r o  c ú b i c o  de s u e r o  
c a u s e  una p o l u c i ó n  e q u i v a l e n t e  a una p o b l a c i ó n  de 500 p e r s o n a s .
La u t i l i z a c i ó n  de s u e r o  de q u e s o  p o r  v í a  f e r m e n t a t i v a  p a r a  l a  
p r o d u c c i ó n  de P r o t e í n a s  U n i c e l u l a r e s  e s  una s o l u c i ó n  de c o m p r o m i s o  
que  p e r m i t e ,  po r  un l a d o ,  d i s m i n u i r  l a  c a r g a  p o l u t a n t e  de d i c h o  
e f l u e n t e ,  y p o r  o t r o ,  o b t e n e r  p r o t e í n a s  que  p u e d e n  s e r  d e s t i n a d a s  
a l a  a l i m e n t a c i ó n  a n i m a l .
En W i s c o n s i n  ( U S A )  de 600 p l a n t a s  p r o d u c t o r a s  de q u e s o ,  el  
89 % e n t r e g a b a n  e l  s u e r o  a l o s  a n i m a l e s  como una f o r ma  de t r a t a m i e n ­
t o  ya  que  l o s  m é t o d o s  c l a s i c o s  r e s u l t a b a n  e x c e s i v a m e n t e  c o s t o s o s  
y p l a n t e a b a n  s e r i o s  p r o b l e m a s .  Amundson  C . H . ^  ^  p r o p o n e  e l  uso 
de l  s u e r o  de q u e s o  como m e d i o  de c u l t i v o  b a s e  p a r a  h a c e r  d e s a r r o ­
l l a r  l e v a d u r a s  con l o  que  d i s m i n u y e  l a  C0D ( d e ma n d a  q u í m i c a  de
o x í g e n o )  de 65 - 0 00  mg/1 a 1 0 . 0 0 0  mg/1.  S i m i l a r  r e s u l t a d o  o b t i e n e
( 18 )W a s s e r m a n  y c o l .  q u i e n e s  m e d i a n t e  e l  c u l t i v o  de K l u i v e r o m y c e s
f r á g i l  i s l o g r a n  r e d u c i r  l a  C0D d e l  s u e r o  en 84% .
W a s s e r m a n  A . E . ,  u t i l i z a n d o  K l u i v e r o m y c e s  f r á g i l  i s ha r e a l i z a d o
un e x t e n s o  e s t u d i o  s o b r e  p r o d u c c i ó n  de p r o t e í n a s  u n i c e l u l a r e s  a
( 1 9 )
p a r t i r  de s u e r o  de q u e s o .  En un p r i m e r  t r a b a j o  e s t a b l e c e  l a s
c o n d i c i o n e s  ó p t i m a s  p a r a  e l  c u l t i v o  s u p l e m e n t a d o  e l  s u e r o  con 
S0^ ( NH^)  2 » P 0 H K ^  Y e x t r a c t o  de l e v a d u r a ;  y t r a b a j a n d o  c on  i n ó c u -  
l o s  g r a n d e s  l o g r a  a g o t a r  e l  me d i o  de c u l t i v o  en r enos  de 4 h o r a s  
con un r e n d i m i e n t o  de a p r o x  i madamen t e  50% en b a s e  a l a  l a c t o s a .
Po r  o t r a  p a r t e  e l  c o r t o  t i e m p o  de c u l t i v o  h a c e  i n n e c e s a r i a  l a 
e s t e r i l i z a c i ó n .  O b t u v o  i d é n t i c o  r e s u l t a d o  u t i l i z a n d o  s u e r o  d e s -  
p r o t e i n i z a d o ,  l o  que  i n d i c a  que l a l a c t o a l b ú m i n a  y l a  l a c t o g l o -
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b u l i n a  no son u t i l i z a d a s  p o r  e l  m i c r o o r g a n i s m o  como f u e n t e  de 
n i t r ó g e n o .  En un t r a b a j o  p o s t e r i o r  e s t u d i a  e l  r e q u e r i m i e n t o  de 
o x í g e n o ^ ^  , m i d i e n d o  e l  consumo  p o r  b a l a n c e  a l a  e n t r a d a  y 
s a l i d a  d e l  f e r m e n t a d o r  ( e n  c o n d i c i o n e s  t a l e s  que  el  0^ no f u e r a  
l i m i t a n t e )  e n c o n t r a n d o  un c o ns umo  p i c o  de 110 mi 0 £ / 1 / m i n . E s t e  
r e s u l t a d o  i n d i c a  l a  n e c e s i d a d  de c o n t a r  c on  f e r m e n t a d o r e s  que  
p o s e a n  una e l e v a d a  e f i c i e n c i a  en l a  t r a n s f e r e n c i a  de 0^ pues  es  
b i e n  c o n o c i d o  e l  h e c h o  de que  l a s  l e v a d u r a s  son a n a e r o b i o s  f a ­
c u l t a t i v o s ,  l o  que  l e s  p e r m i t e  d e s a r r o l l a r  en a u s e n c i a  de 0^ ,  
p e r o  e s t o  i m p l i c a  un m a r c a d o  d e s c e n s o  en e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r
ya que  e l  mi smo v a r í a  en r e l a c i ó n  i n v e r s a  a l  c o c i e n t e  r e s p i r a t o -
( 2 1 )r i o  . E s t o  s e  v e  r e f l e j a d o  en o t r o  t r a b a j o  de l  mi smo a u t o r ,  don
de d e s a r r o l l a  K.  f r á g i l  i s ,  en un me d i o  c on  s u e r o  de q u e s o  s u p l e -
m e n t a d o ,  en dos p r o p a g a d o r e s .  E l  p r i m e r o  c a p a z  de s a t i s f a c e r  l a
demanda  p i c o  de 110 mi O ^ / l / m i n  (5mM 0 / 1 / m i n )  y e l  s e g u n d o  con
una VA0 ( v e l o c i d a d  de a b s o r c i ó n  de o x í g e n o )  de s ó l o  3 , k m M 0 ^ / \ / m\n
En e l  p r i m e r  p r o p a g a d o r  se  o b t i e n e n  2k ,7 g /1 de l e v a d u r a s ,  m i e n t r a s
que en e l  s e g u n d o  s ó l o  1 5 , 2  g / 1 ;  l a  l a c t o s a  f u e  t o t a l m e n t e  c o n s u -
( 2 2 )mi da  en ambos  . En t r a b a j o s  mas r e c i e n t e s  s o b r e  d e s a r r o l l o  de
K l u i v e r o m y c e s  f r á g i l  i s en s u e r o  de q u e s o  se  e s t a b l e c i ó  que  de l a s  
v a r i a b l e s  e s t u d i a d a s  ( a e r a c i ó n ,  a g i t a c i ó n ,  c o n c e n t r a c i ó n  de l a c t o s a  
t e m p e r a t u r a )  s ó l o  e l  c o e f i c i e n t e  v o l u m é t r i c o  de t r a n s f e r e n c i a  de
0 ( K l a )  y l a  c o n c e n t r a c i ó n  de  l a c t o s a  t i e n e n  un e f e c t o  m a r c a d o
2 ( 3 1 3 2 )  ^s o b r e  e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  ’ . E s t a  u l t i m a  no po r  un e f e c t o
i n h i b i t o r i o  " p e r  s e "  s i n o  que  a m e d i d a  que  a u m e n t a  su c o n c e n t r a ­
c i ó n  t a m b i é n  l o  h a c e  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de b i o m a s a ,  y s i  e l  s u m i n i s ­
t r o  de o x í g e n o  no es a d e c u a d o  e l  c u l t i v o  se r e a l i z a  en c o n d i c i o n e s  
de a n a e r o b i o s i s  p a r c i a l ,  d e r i v á n d o s e  l a  l a c t o s a  p r i n c i p a l m e n t e  h a ­
c i a  l a  f o r m a c i ó n  de e t a n o l  en l u g a r  de b i o m a s a .
P a r a  o b t e n e r  b u e n o s  r e n d i m i e n t o s ,  a demás  de c o n t a r  con  un s u m i ­
n i s t r o  de C>2 a p ^  p i a d o  se  de be  s u p l e m e n t a r  e l  s u e r o  con a l g u n a  
f u e n t e  de n i t r ó g e n o  ( S O ^ Í N H ^ ) ^ ,  u r e a )  ya  que  K.  f r a g i l i s  no es  
c a p a z  de u t i l i z a r  l a  f r a c c i ó n  p r o t e i c a  c o a g u l a b l e  po r  t r a t a m i e n t o  
con á c i d o  y c a l o r ,  e s e n c i a l m e n t e  f o r m a d o  p o r  l a c t o a  1b ú mi n a  y l a c t o -
g l o b u l i n a ,  s i e n d o  e l  n i t r ó g e n o  d i s p o n i b l e  e l  que  se e n c u e n t r a  en
( 2 3 )  „ .
l a f r a c c i ó n  no c o a g u l a b l e  . En suma,  s o l o  un 254 de l  n i t r ó g e n o
( 1 8 )t o t a l  d e l  s u e t o  es u t i l i z a d o  po r  l a  l e v a d u r a  . E s t e  ú l t i m o  p u n t o
es de r e l e v a n c i a ,  ya que  n o r m a l m e n t e  l a  b i o m a s a  es  s e p a r a d a  d e l
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c u l t i v o  po r  c e n t r i f u g a c i ó n ,  d e s e c h á n d o s e  e l  s o b r e n a d a n t e  que  en 
e s t e  c a s o  p a r t i c u l a r  c o n t e n d r á  p r o t e í n a s  de a l t o  v a l o r  b i o l ó g i c o .  
P o r  e s t e  m o t i v o ,  s e  han r e a l i z a d o  t r a b a j o s  en l o s  que  l a s  p r o t e í ­
nas  de l  s u e r o  son r e c u p e r a d a s  c o n j u n t a m e n t e  con l a  b i o ma s a ,  l o  c u a l  
su v e z  c o n t r i b u y e  a d i s m i n u i r  e l  p o d e r  c o n t a m i n a n t e  de l  e f l u e n t e
o ,  en e l  c a s o  de un s e c a d o  t o t a l  de l  c u l t i v o ,  o b v i a m e n t e  no se
c i  . (2 í* , 25)g e n e r a  e f l u e n t e
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R E S U L T A D O S  Y D I S C U S I O N
I E s t u d i o  de me d i o  y c o n d i c i o n e s  de o p e r a c i ó n  p a r a  e l  c u l t i v o  
de K.  f r á g i l  i s
1 . -  F u e n t e s  de n i t r ó g e n o  y f a c t o r e s  de c r e c i m i e n t o :
En e s t a s  e x p e r i e n c i a s  se  e s t u d i ó  e l  c o m p o r t a m i  e n t o  de dos 
f u e n t e s  de f a c t o r e s  de c r e c i m i e n t o  ( E x t r a c t o  de l e v a d u r a s  y 
m a c e r a d o  de m a í z )  y de dos f u e n t e s  n i t r o g e n a d a s  ( s u l f a t o  de 
a mo n i o  y u r e a )  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r .  E s t a s  f u e n t e s  
son a c c e s i b l e s  en e l  m e r c a d o  y su c o s t o  es r e d u c i d o .
Los  e n s a y o s  f u e r o n  r e a l i z a d o s  en e r l e n m e y e r s  a g i t a d o s  de 
1 l i t r o  de c a p a c i d a d  con 100 m i .  de l  me d i o  b a s e  a d i c i o n a d o  
de l a s  f u e n t e s  de f a c t o r e s  y de n i t r ó g e n o  i n d i c a d a s  en e l  
C u a d r o  V;  l a s  c o n d i c i o n e s  o p e r a t i v a s  son l a s  m e n c i o n a d a s  en 
m a t e r i a l e s  y m é t o d o s .
C u a d r o  V
F u e n t e s  de N i t r ó g e n o  y de f a c t o r e s  de c r e c i m i e n t o  a d i c i o n a d a s  a l
me d i o  b a s e .
M e d i o N °
g / 1 1 2 3 k
E x t .  de l e v a d u r a 1 ,o - 1 , 0 -
Mac .  de m a í z - 1 ,o - 1 ,o
U r e a - - 1 ,7 1 , 7
S0i ) (NHJt) 2
oooo oooo - -
La c a n t i d a d  de u r e a y SO^Í NH, : 1_oOCNI r e s p o n d e n  a un mi smo t e n o r  de    ( N   ^ £ c o r r e s p   
n ¡ t r ó g e n o  ( 0 , 7 9  g /1 )  .
* E s t e r i l i z a d a  p o r  s e p a r a d o .
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C u a d r o  VI
I n f l u e n c i a  de l a s f u e n t e s  n i t r o g e n a d a s y f a c t o r e s de c r e c i m i e n t o
s o b r e  e l  d e s a r r o l l l o de K . f r ag  i 1 i s .
M e d i o N °
1 2 3 4
I n c r e m e n t o  de D. O. ^ , 9 5 , 0 ,7 ^ , 6
L a c t o s a  c o n s u m i d a
g / 1 18 , 5
20 ,0 1 5 , 8 18,  4
y - UD0
l a c t o s a  g/1
0 , 26 0 , 2 5 0 , 30 0 , 2 5
En l a  f i g u r a  1 y c u a d r o  V I ,  donde  se  m u e s t r a n  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e ­
n i d o s ,  p u e d e  o b s e r v a r s e  que  l a s  f u e n t e s  e n s a y a d a s  no p r e s e n t a n  
d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  en e l  d e s a r r o l l o  c e l u l a r .
2 . - I n f 1u e n c i  a de l a  c o n c e n t r a c i  6 n de l a c t o s a  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  
de K. f r a g i l i s .
En b a s e  a l o s  r e s u l t a d o s  a n t e r i o r e s  se  e l i g i ó ,  p a r a  r e a l i z a r  
e s t a s  e x p e r i e n c i a s ,  e l  m e d i o  que  c o n t i e n e  s u l f a t o  de a m o n i o  y 
e x t r a c t o  de l e v a d u r a s  que  p e r m i t e n  o b t e n e r  s o l u c i o n e s  l í m p i d a s  
y no r e q u i e r e  l a e s t e r i l i z a c i ó n  de 1 ,a f u e n t e  de n i t r ó g e n o  p o r  
s e p a r a d o .  L a s  e x p e r i e n c i a s  t a m b i é n  se  r e a l i z a r o n  en e r l e n m e y e r s
en l a s  c o n d i c i o n e s  a n t e s  i n d i c a d a s  y c on  un m e d i o  de l a  s i g u i e n t e  
c o m p o s i c i ó n :  g/1 L a c t o s a  ( v a r i a b l e  s e g ú n  c u a d r o  V i l ) ,  S O^Mg . y H^O
0 , 5 ;  P0^HI<2 2 , 5 ;  a c i d o  c í t r i c o  1 , 0 9 ;  E x t r a c t o  de l e v a d u r a s  1 , 0 ;  
S O i ( N H i ) 3 , 2 .  En e l  c u a d r o  V i l  s e  i n d i c a n  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s
p a r a  l a s  d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de l a c t o s a  e n s a y a d a s .
Cua dr o  V i l
I n f l u e n c i a  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de l a c t o s a  s o b r e  el  c r e c i m i e n t o  
y r e n d i m i e n t o  de K.  f r a g i l i s  en e x p e r i e n c i a s  en e r l e n m e y e r s :
M e d i o  N0
1 2 3 4
L a c t o s a  g/1 4 8 1 2 1 6
Máx i ma  D . O. 2 , 4 3 , 9 4 , 8
Y _ UD0
L a c t o s a
o v_n oo 0 , í. 7 0 , 3 5 0 , 2 9
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E s t a  e x p e r i e n c i a  m u e s t r a  que  l a  c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r ,  en 
v a l o r e s  de D . O . ,  a u me n t a  con e l  a u me n t o  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de 
l a c t o s a .  S i n  e mb a r g o  se  o b s e r v a  una m a r c a d a  d i s m i n u c i ó n  en l a  
f o r m a c i ó n  de b i o m a s a  po r  u n i d a d  de l a c t o s a  c o n s u m i d a  ( Y )  a m e d i ­
da que  se  a u m e n t a  l a  c a n t i d a d  de f u e n t e  de C en l o s  m e d i o s .
E l  p a r á m e t r o  Y,  í n d i c e  de l a  e f i c i e n c i a  de c o n v e r s i ó n  de l a  
l a c t o s a  en c é l u l a s ,  r e s u l t a  máxi mo c u a n d o  se s a t i s f a c e n  l a s  
n e c e s i d a d e s  r e s p i r a t o r i a s  c e l u l a r e s  ( a e r o b i o s  i s )  y m í n i mo  en 
c o n d i c i o n e s  a n a e  r ób i c a s  do n d e  b u e n a  p a r t e  de l a  f u e n t e  de 
c a r b o n o  se l i b e r a  a l  me d i o  como e t a n o l .  E s t ^ c o m p o r t a m i  e n t o  
p u e d e  a t r i b u i r s e  a una d e f i c i e n t e  a e r a c i ó n  en l o s  m e d i o s  con 
ma y o r  c o n t e n i d o  en l a c t o s a ,  p o r  l o  t a n t o  se  p r o g r a m ó  una e x ­
p e r i e n c i a  a f i n  de e s t u d i a r  e l  e f e c t o  de d i c h o  p a r á m e t r o  en 
c u l t i v o s  de K l u i v e r o m y c e s  f r á g i l  i s .
3 . - I n f 1u e n c i  a d e l  s u m i n i s t r o  de o x í g e n o  ( K l a )  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  
c e l u l a r  en m e d i o s  s i n t é t i c o s .
A f i n  de e s t u d i a r  l a  i n f l u e n c i a  de l  s u m i n i s t r o  de o x í g e n o  
s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  y r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  se  p r o g r a m a r o n  e x p e ­
r i e n c i a s  en e r l e n m e y e r s  c on  d i s t i n t o s  v a l o r e s  de t r a n s f e r e n c i a  
de P a r a  l o g r a r  d i f e r e n t e s  v a l o r e s  de K l a  se  v a r i ó  l a  r e l a ­
c i ó n  v o l u m e n  de me d i o  a v o l u m e n  de f r a s c o .  Se  e m p l e a r o n  v o l ú m e ­
nes  de 50 a A 0 0 m i .  de l  m e d i o  i n d i c a d o  en e l  e n s a y o  a n t e r i o r  
c on  12 g/1 de l a c t o s a .  En t o d o s  l o s  c a s o s  e l  v o l u m e n  de l o s  
e r l e n m e y e r s  f u e  de 1000 m i .  En e l  c u a d r o  N ° V I I I  se  i n d i c a n  l o s  
v a l o r e s  de K l a  e n s a y a d o s  y l o s  r e s u l t a d o s  de c r e c i m i e n t o  y 
r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  o b t e n i d o .
C u a d r o  N °  V I I  I
I n f l u e n c i a  d e l  K l a  s o b r e  c r e c i m i e n t o  y r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  de 
K.  f r á g i l  i s en e r l e n m e y e r s .
Volumen de 
med io (m i ) K1 a (h ^)
1nc remen to 
de D.0.
Lactosa  con­
sumí ida (g /1 )
w _ U.D.0.  
Lactosa
50 156 5,6 12 ,*4 0,*45
100 98 5,5 13 ,*4 0 , *4 l
200 *43 M 13,9 0,34
*400 2*4 13,9 0,29
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E l  c u a d r o  de r e s u l t a d o s  m u e s t r a  una e s t r e c h a  r e l a c i ó n  e n t r e  
K l a  y e l  c r e c i m i e n t o  y r e n d i m i e n t o  c e l u l a r .  A t o s  v a l o r e s  de K l a  
c o n d u c e n  a c u l t i v o s  con  ma y o r  c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r  y p e r m i t e n  
además  una m e j o r  c o n v e r s i ó n  de s u s t r a t o  ( l a c t o s a )  en b i o m a s a .
Con e l  f i n  de e s t u d i a r  e l  e f e c t o  de una ma y o r  t r a n s f e r e n c i a  
de o x í g e n o ,  y d a da  l a  d i f i c u l t a d  de i n c r e m e n t a r  e s t e  p a r á m e t r o  
B n  e r l e n m e y e r s ,  se  r e a l i z a r o n  e x p e r i e n c i a s  en t a n q u e s  a g i t a d o s  
d o n d e  p u e d e n  a l c a n z a r s e  más a l t o s  v a l o r e s  de K l a .  P a r a  t a l  f i n  
se  u t i l i z ó  un f e r m e n t a d o r  New B r u s w i c k  de 7 , 5  1. de c a p a c i d a d
c on  3 1.  de m e d i o ,  o p e r a n d o  en c o n d i c i o n e s  d o n d e  l a  t r a n s f e r e n ­
c i a  de o x í g e n o  r e s u l t a  máxi ma ( 800  r . p . m .  y 1 1. a i r e / m i n ;
K l a  = 270 h " 1 ) .
C u a d r o  N ° I X
Desa  r r o 1 1 o de K. f r ag  i 1 i s en t a n q u e  c on  ag i t a c i ó n  mecán i c a
T i e mp o  de 
p r o c e s o  ( h ) D. 0.
Lac tosa
g/1
co2
02
Peso 
seco g/1 Y =
U.D.O.  P r o d u c t i v i  dad 
Lac tosa  g / 1 . h
0 0,45 12,0 - 0,35 - -
2 0,69 11,3 1 ,08 - - -
k 1,75 9,** 1 ,05 - - -
5,75 3,82 6,2 1,06 - - -
7,50 5,70 3,^ 0,97 - - -
9,25 6,26 0 - 4,65 0,^8 0,46
11,0 6,26 0 -
Med io de c u l t i v o • ( g / O : Lac tosa 12,0; SO/Mg.7H20 0, 5; P0^HK2 2 ,5 ; ác ido  c í t r i -
co monohidratado 1,09; E x t r a c to  de levadura  1,0;  S0^(NH¿,)2 3,2.
Los  r e s u l t a d o s  en t a n q u e  a g i t a d o  i n d i c a n  que  a p e s a r  de o p e r a r  
con v a l o r e s  de K l a  muy s u p e r i o r e s  a l o s  de e r l e n m e y e r s  ( 270  y 
156 h " 1 r e s p e c t i v a m e n t e )  s ó l o  se l o g r a  un l i g e r o  i n c r e m e n t o  de
- 2 6 -
c r e c i m i e n t o  y r e n d i m i e n t o  c e l u l a r ,  po r  o t r a  p a r t e  e l  c o c i e n t e  
C 0r e s p i  r a t o r  i o ___2 p r e s e n t a ,  a l o  l a r g o  de l  p r o c e d o ,  v a l o r e s  muy
0 2
c e r c a n o s  a l a  u n i d a d .  E s t a s  c o n s i d e r a c i o n e s  nos  i n d i c a n  que
p a r a  l a s  c o n d i c i o n e s  e m p l e a d a s  en t a n q u e  a g i t a d o ,  l a  t r a n s f e r e n c i a
de o x í g e n o  d e j a  de s e r  e l  f a c t o r  l i m i t a n t e  de l  c r e c i m i e n t o  de
K1u i v e r o m y c e s  f r á g i l  i s . De e s t o s  e s t u d i o s  s u r g e  l a  i m p o r t a n c i a
„ ( 22  31 32)t a m b i é n  s e ñ a l a d a  po r  o t r o s  a u t o r e s  ’ d e l  c o e f i c i e n t e
v o l u m é t r i c o  de t t a n s f e r e n c i a  de o x í g e n o  ( K l a )  en e l  r e n d i m i e n t o  
c e l u l a r  ( f i g .  N 0 2)  . P u e d e  a p r e c i a r s e  en d i c h a  f i g u r a  que  p a r a  l a s  
c o n d i c i o n e s  e n s a y a d a s ,  e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  a u me n t a  a l  a u m e n t a r  
e l  K l a ,  p e r o  p a r a  v a l o r e s  s u p e r i o r e s  a 156 h ^e l  r e n d i m i e n t o  r e s u l ­
t a  muy p o c o  a f e c t a d o  po r  d i c h o  p a r á m e t r o .
E s t o s  r e s u l t a d o s  p e r m i t e n  c o n c l u i r  que  p a r a  un me d i o  que  c o n ­
t i e n e :  ( g / 1 )  L a c t o s a  1 2 , 0 0 ;  SO^Mg . y H^O 0 , 5 ;  PO^HK^ 2 , 5 ;  A c i d o
c í t r i c o  1 , 0 9 ;  E x t r a c t o  de l e v a d u r a  1 , 0 0  y S 0 ^ ( N H ^ ^  3 , 2 ;  y o p e ­
r a n d o  en t a n q u e  a g i t a d o  a 800 r . p . m .  y 1 1 . a i re/m  i n u t o  s e  o b t i e n e
un c u l t i v o  a e r ó b  i co de  K l u i v e r o m y c e s  f r á g i l  i s c o n  má x i mos  r e n d i ­
m i e n t o s  c e l u l a r e s .
A . - D e s a r r o l l o  de K l u i v e r o m y c e s  f r á g i l  i s en m e d i o s  que  c o n t i e n e n  
s u e r o  de q u e s o :  
a )  E n s a y o s  en e r l e n m e y e r s
Se  r e a l i z a r o n  e x p e r i e n c i a s  en e r l e n m e y e r s  de 1 1 i t  ro con
100 mi de un me d i o  que  c o n t i e n e  s u e r o  de q u e s o  d e s p r o t e i n i z a d o  
d i l u i d o  a l  t e r c i o ,  p a r a  l o g r a r  una c o n c e n t r a c i ó n  de l a c t o s a  e n ­
t r e  e l  12 - 15 g / 1 .  S e  u t i l i z a  s u e r o  d e s p r o t e  i n i z a d o  con e l  o b j e t o  
de p o d e r  s e g u i r  e l  c r e c i m i e n t o  m e d i a n t e  m e d i d a s  de a b s o  r v a n c  i a .
Los  a s p e c t o s  c o n s i d e r a d o s  en e s t o s  e n s a y o s  f u e r o n :
1 .  - M e d i o  c o n s t i t u i d o  ú n i c a m e n t e  p o r  s u e r o  de q u e s o  d e s p r o t e  i - 
n i z a d o  d i l u i d o  a l  1/3 y a j u s t a d o  a pH 5 , 7-
2 .  - M e d i o  c o n s t i t u i d o  p o r :  ( g / 1 )  S O ^ Mg . y h ^ O  0 , A ; S 0  ^ ( N H ^ )  ^ 2 , A;
P 0 ^  H K £ 2 , 5 ;  E x t r a c t o  de l e v a d u r a  1 , A ; S u e r o  d e s p r o t e i n i z a d o  c s p  
1000 m i . ,  pH 5 , 7 .  El  s u e r o  de q u e s o  con  e l  S O^ Mg . y H^ O f u e r o n  
e s t e r i l i z a d o s  po r  s e p a r a d o .
3 .  - M e d i o  de l a  mi sma c o m p o s i c i ó n  que  l a  i n d i c a d a  en 2 p e r o  t o d o s  
l o s  c o m p o n e n t e s  e s t e r i l i z a d o s  j u n t o s .  Los  m e d i o s  u t i l i z a d o s  no 
l l e v a n  á c i d o  c í t r i c o  ya que  l a  c a p a c i d a d  r e g u l a d o r a  d e l  s u e r o  
h a c e  i n n e c e s a r i a  su i n c o r p o r a c i ó n .  Los  r e s u l t a d o s  se  i n d i c a n  en 
e l  c u a d r o  X,  d o n d e  p u e d e  o b s e r v a r s e  que  e l  s u e r o  de q u e s o  s i n
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a g r e g a d o  de s a l e s  n i  f a c t o r e s  de c r e c i m i e n t o  ( m e d i o  N ° 1 )  no 
c o n s t i t u y e  un me d i o  a d e c u a d o  p a r a  e l  d e s a r r o l l o  de K l u i v e r o m y -  
c e s  f r a g i l i s ,  ya que  l o s  v a l o r e s  de c r e c i m i e n t o  r e s u l t a r o n  i n f e ­
r i o r e s  a l  50% a l o s  a l c a n z a d o s  en l o s  m e d i o s  2 y 3- P o r  o t r a  p a r t e  
no s e  o b s e r v a n  d i f e r e n c i a s  e s t e r i l i z a n d o  j u n t o s  o s e p a r a d o s  l o s  
c o m p o n e n t e s  d e l  m e d i o .  La e v o l u c i ó n  de l  pH es c a r a c t e r í s t i c a  de 
e s t e  t i p o  de p r o c e s o  d o n d e  s i e m p r e  s e  o b s e r v a  a c i d i f i c a c i ó n  con 
e l  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r .
E l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  r e s u l t a  a l g o  i n f e r i o r  a l o s  o b t e n i d o s  
c on  me d i o  s i n t é t i c o ,  l o  c u a l  p u e d e  s e r  e x p l i c a d o  po r  una menor  
t r a n s f e r e n c i a  de o x í g e n o  d e b i d o  a p r o t e í n a s  no c o a g u l a b l e s  y 
s a l e s  p r o p i a s  d e l  s u e r o  de q u e s o .  Le f o r m a c i ó n  de a l c o h o l  e t í l i c o  
c o n f i r m a  l a  l i m i t a c i ó n  de l  c r e c i m i e n t o  p o r  un s u m i n i s t r o  l i m i t a d o  
de o x í g e n o .
C u a d r o  X
C r e c i m i e n t o  de K l u i v e r o m y c e s  f r a g i l i s  en e r l e n m e y e r s  a g i t a d o s  
u t i l i z a n d o  m e d i o s  con s u e r o  d e s p r o t e i n i z a d o
1 2 3
T i e mp o  de 
p r o c e s  o
L a c t o s a
D . O. ( g / 1 ) pH
L a c t o s a  
D . O .  ( g / 1 ) pH
L a c t o s a  
D . O .  ( g/1 ) pH
0 0,13 10,7 5,53 0,14 10,7 5,41' 0,14 10,9 5,4
4,5 0,37 - 5,20 0,76 9,6 5,05 0,81 9,0 5,05
8,5 1 M 4,85 3,20 1,7 4,42 3,70 1 ,o 4,31
12,5 2,25 2,0 i) ,70 4,25 0 4,25 4,40 0 4,15
Y _ D.O. 
Lactosa
0,24 0,38 0,38
A l coho1 1,7 2,3 2,3
b) Ensayos en f ermentadores
Con e l  me d i o  c o n t e n i e n d o  s u e r o  d e s p r o t e i n i z a d o  
e s t u d i ó  e l  d e s a r r o l l o  de l a  l e v a d u r a  - en t a n q u e  ag 
o b j e t o  de  e v a l u a r  e l  c o ns u mo  de o x í g e n o  d u r a n t e  e
( m e d i o  2)  se 
i t a d o ,  con  e l  
1 p r o c e s o  a s í
- 2 8 -
como e l  p i c o  de máx i ma demanda  a l o s  e f e c t o s  de c o m p r o b a r  l a  
a e r a c i ó n  d e l  s i s t e m a .  L a s  c o n d i c i o n e s  o p e r a t i v a s  f u e r o n :  r . p . m .
8 0 0 ; 1 , 0  1 . a i  r e / m i n u t o  ; K l a  = 270 h ( V A 0=1 300 m| ^  ) v o l u ­
men de me d i o  3 l i t r o s .
La f i g u r a  3 m u e s t r a  una c u r v a  s i g m o i d e a  c a r a c t e r í s t i c a  de l o s  
d e s a r r o l l o s  m i c r o b i a n o s  que  no p r e s e n t a n  l i m i t a c i o n e s  de o x í g e n o .  
P o r  o t r a  p a r t e  l a  c u r v a  de l a c t o s a  s e ñ a l a  que  l a  f u e n t e  de c a r b o n o  
se  c o ns u me  c a s  i ' t o t a  1 me n t e  a l a s  8 h o r a s  de p r o c e s o .  T a m b i é n  se 
r e p r e s e n t a  e l  c o n s u mo  de o x í g e n o  a l o  l a r g o  d e l  p r o c e s o ,  o b s e r v á n ­
d o s e  una  m a r c a d a  c a í d a  c o i n c i d e n t e  con  e l  c a s i  t o t a l  c ons umo  de 
l a  f u e n t e  h i d r o c a  r b o n a d a  . P a r a l e l a m e n t e  se  d e t e r m i n ó  l a  demanda  
de 0^ en W a r b u r g  a l a s  5,  8 , 2 5  y 9 , 2 5  h o r a s  de c u l t i v o .  Los  v a l o r e s  
o b t e n i d o s  f u e r o n  7 5 8 ,  1 . 2 39  y 103'  r e s p e c t  i v a m e n t e .  De e s t o s
v a l o r e s  s u r g e  que  e l  p i c o  de demanda  c o i n c i d e  con  e l  máx i mo c ons umo  
en t a n q u e .  La r e l a c i ó n  c o n s u m o / de manda  ( p a r a  l o s  v a l o r e s  de má x i ma )  
r e s u l t a  = 0 , 8 2 .  Es de d e s t a c a r  que  a d i f e r e n c i a  de l a s  e x p e r i e n ­
c i a s  en e r l e n m e y e r s  no se  e n c o n t r ó  a l c o h o l  e t í l i c o  en e l  c u l t i v o  
en t a n q u e  a g i t a d o ,  a d e má s  l o s  r e n d i m i e n t o s  c e l u l a r e s  f u e r o n  muy 
s u p e r i o r e s  en t a n q u e  (Y = 0 , 5 M  .
E l  a n á l i s i s  de l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en t a n q u e  m u e s t r a n  
c o i n c i d e n c i a s  e n t r e  l o s  v a l o r e s  de d e ma n d a ,  c o ns umo  y v e l o c i d a d  
de a b s o r c i ó n  de o x í g e n o .  P o r  o t r o  l a d o  l a  r e l a c i ó n  c o n s u mo / d e ma n -  
da = 0 , 8 2  s e ñ a l a  l a  b u e n a  a e r a c i ó n  d e l  c u l t i v o  t e n i e n d o  en c u e n t a  
que  e l  máx i mo v a l o r  t e ó r i c o  p o s i b l e  es  1 , 0 .
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F i g u r a  1:  I n f l u e n c i a  de  l a  f u e n t e  de  n i t r ó g e n o  y f a c t o r e s  ae
c r e c i m i e n t o  s o b r e  e l  d e s a r r o l l o  de K.  f r á g i l  i s .
F i g u r a  2:  E f e c t o  de  l a  t r a n s f e r e n c i a  de  O ^ Í K ^ a )  s o b r e  e l  r e n d i m i e n t o
c e l u l a r  de  K.  f r a a i l i s .
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I I P r o d u c c i ó n  de un p r e p a r a d o  p r o t e i c o  en e s c a l a  i n d u s t r i a l  , 
a n á l i s i s  y e n s a y o  en a n i m a l e s  .
E l  o b j e t o  de e s t a s  e x p e r i e n c i a s  c o n t e m p l a  l a s  s i g u i e n t e s  
f i n a l  i d a d e s  :
1 . -  O b t e n e r  un p r e p a r a d o  p r o t e i c o  d e s t i n a d o  a l a  a l i m e n t a c i ó n
a n i m a l  a p a r t i r  de un s u b p r o d u c t o  a l t a m e n t e  c o n t a m i n a n t e  como 
e l  s u e r o  de q u e s o .
2 . - V a l o r a r  l a s  p o s i b i l i d a d e s  como a l i m e n t o  d e l  p r e p a r a d o  p r o t e i ­
c o  o b t e n i d o ,  d e t e r m i n a n d o  su v a l o r  b i o l ó g i c o  en e x p e r i e n c i a s  
c on  r a t a s  p a r a  f i n a l m e n t e  c o n s i d e r a r  su c o m p o r t a m i e n t o ,  m e d i a n  
t e  e s t u d i o s  e s t a d í s t i c o s ,  en a l i m e n t a c i ó n  con  a v e s .
Los  e s t u d i o s  de b a l a n c e  de me d i o  p a r a  e l  c u l t i v o  de K l u i v e r o -  
my c e s  f r a g i l i s  m o s t r a r o n  un c o m p o r t a m i e n t o  s i m i l a r  de l a s  f u e t t e s  
de f a c t o r e s  de c r e c i m i e n t o  y n i t r o g e n a d a s  e n s a y a d a s  ( f i g .  l ) ,  
po r  l o  t a n t o  a l  f o r m u l a r  e l  me d i o  de c u l t i v o  a u t i l i z a r  en e s c a l a  
i n d u s t r i a l  se  p r o c e d i ó  a e l e g i r  l o s  que  en e s e  moment o  r e s u l t a b a n  
más e c o n ó m i c o s .  Las  c o n c e n t r a c i o n e s  de u r e a  y m a c e r a d o  de ma í z  
se  i n c r e m e n t a r o n  en r e l a c i ó n  a l a s  e m p l e a d a s  p r e v i a m e n t e  en r a z ó n  
de u t i l i z a r s e  s u e r o  s i n  d i l u i r  ( m e d i o  H en m a t e r i a l e s  y m é t o d o s ) .
D e s c r i p c i ó n  d e l  p r o c e s o  de o b t e n c i ó n  de l  p r e p a r a d o  p r o t e i c o  :
E l  p r i m e r  p r o b l e m a  que  se  p r e s e n t a  a l  t r a b a j a r  en e s c a l a  
i n d u s t r i a l  es  e v i t a r  l a  a l t e r a c i ó n  de l  s u e r o  d e b i d o  a l a  f l o r a  
m i c r o b i a n a  que  a c o mp a ñ a  a d i c h o  s u e r o  como c o n s e c u e n c i a  de l  p r o ­
c e s o  a que  es  s o m e t i d a  l a  l e c h e  p a r a  l a  o b t e n c i ó n  de q u e s o .  En l a  
f i g u r a  k p u e d e  a p r e c i a r s e  cómo se  m o d i f i c ó  l a  c o m p o s i c i ó n  d e l  
s u e r o  d e b i d o  a l a  a c t i v i d a d  de d i c h a  f l o r a .  Al  c a b o  de 96 h o r a s  
l a  l a c t o s a  ha s i d o  c o n s u m i d a  c a s i  t o t a l m e n t e ,  m i e n t r a s  que  c o n c o ­
mí t a n t e m e n t e  ha a u m e n t a d o  l a  a c i d e z ,  e x p r e s a d a  como á c i d o  l á c t i c o  
h a s t a  10 g / 1 .  E s t a  ú l t i m a  d e t e r m i n a c i ó n ,  a d e má s  de s e r  r á p i d a  y 
s e n c i l l a  r e s u l t a  s e r  p a r t i c u l a r m e n t e  s e n s i b l e  p a r a  e v a l u a r  e l  
e s t a d o  de c o n s e r v a c i ó n  d e l  s u e r o .  T a m b i é n  p u e d e  a p r e c i a r s e  cómo 
e l  a g r e g a d o  de 0 , 1 %  de h^O^ de 100 v o l ú m e n e s  e j e r c e  un e f e c t o  
p r o t e c t o r ,  a l  menos  h a s t a  l a s  96 h o r a s .  Además  de s e r  e c o n ó m i c o ,  
e l  H 9 0 9 no d e j a  r e s i d u o s  que  p u d i e r a n  i n t e r f e r i r  en e l  p o s t e r i o r  
c u , t f v o ( 7 8 >.
E l  s u e r o  de q u e s o  u t i l i z a d o  en n u e s t r a s  e x p e r i e n c i a s  f u e  s u m i ­
n i s t r a d o  p o r  una i n d u s t r i a  d i s t a n t e  kO Km. d e l  l u g a r  de t r a b a j o .
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P o r  e s t a  r a z ó n  t o d a s  l a s  r e m e s a s  f u e r o n  a d i c i o n a d a s  d e l  0 , 1 %  
de a g u a  o x i g e n a d a  a f i n  de e v i t a r  su a l t e r a c i ó n  d u r a n t e  el  
t r a s l a d o  y a l m a c e n a m i e n t o .
O b v i a m e n t e  e s t e  p r o b l e m a  no se p r e s e n t a  s i  l a  f á b r i c a  de 
q u e s o  y l a  p l a n t a  d o nde  se f e r m e n t a  e l  s u e r o  d e s t i n a d o  a l a  
o b t e n c i ó n  d e l  p r e p a r a d o  p r o t e i c o  e s t á n  p r ó x i m a s .
P a r a  l a  r e a l i z a c i ó n  de l a  e x p e r i e n c i a  se p a r t i ó  de un c u l ­
t i v o  de K l u i v e r o m y c e s  f r á g i l  i s en me d i o  de m a n t e n i m i e n t o .  De 
e s t e  d e s a r r o l l o  se r e p i c ó  l a  c e p a  a t u b o  ( a g a r  i n c l i n a d o )  c o n t é - 
n i e n d o  m e d i o  D y de a q u í  se  s e m b r a r o n  e r l e n m e y e r s  de 1000 mi con  
200 mi de me d i o  G. A l a s  10 h o r a s  de p r o c e s o  e l  c o n t e n i d o  de e s t o s  
e r l e n m e y e r s  ( en  t o t a l  2 l i t r o s )  se u t i l i z ó  como i n o c u l o  de un 
f e r m e n t a d o s  de  ^0 l i t r o s  de c a p a c i d a d ,  con  20 l i t r o s  de me d i o  
H ( p l a n t a  p i l o t o ) .  Al  c a b o  de 10 h o r a s  e l  d e s a r r o l l o  o b t e n i d o  
se  u t i l i z ó  p a r a  s e m b r a r  un t a n q u e  de g e r m i n a c i ó n  con  1000 l i ­
t r o s  de l  mi smo m e d i o ,  con  e l  c u a l  a su v e z ,  y l u e g o  de 10 h o r a s ,  
se  s e mb r ó  e l  t a n q u e  de p r o d u c c i ó n  p r o p i a m e n t e  d i c h o ,  c o n t e n i e n ­
do 7-000 l i t r o s  de me d i o  H.
Las  c o n d i c i o n e s  de o p e r a c i ó n  f u e r o n  l a s  s i g u i e n t e s :
En t o d a s  l a s  e t a p a s  se  t r a b a j ó  con  l a  máx i ma  c a p a c i d a d  de a e r a ­
c i ó n  de c a d a  e q u i p o .  El  c u l t i v o  en e r l e n m e y e r s  se  l l e v ó  a c a b o  
en un a g i t a d o r  r o t a t o r i o  a 250 r . p . m .  y 2 , 5  cm de e x c e n t r i c i d a d  
a 3 0 ° C .  En e l  t a n q u e  de g e r m i n a c i ó n  se  a g i t ó  a 200 r . p . m .  con 
a e r a c i ó n  de 1 1 / 1 / m i n .  a 3 0 ° C .  F i n a l m e n t e  e l  t a n q u e  de p r o d u c ­
c i ó n  de 1 0 . 0 0 0  l i t r o s  de c a p a c i d a d  ú t i l  con  7-000 l i t r o s  de 
me d i o  s e  e m p l e ó  una a g i t a c i ó n  de 80 r . p . m . ,  s i e n d o  l a  a e r a c i ó n  
0 , 5  1 / 1 / m i n . .  E l  c u l t i v o  s e  p r o l o n g ó  d u r a n t e  11 h o r a s  y l a  t e m ­
p e r a t u r a  f u e  de 3 0 ° C .  Una v e z  f i n a l i z a d o  e l  p r o c e s o ,  e l  p r o d u c t o
r e s u l t a n t e  f u e  s e c a d o  m e d i a n t e  un s e c a d o r  a r o d i l l o s  c a l e f a c c i  
n a d o s  c on  v a p o r .
En t o d a s  l a s  e t a p a s  e l  me d i o  f u e  e s t e r i l i z a d o  d e n t r o  d e l  
r e a c t o r  a 1 2 1 ° C .  d u r a n t e  15 m i n u t o s ,  s a l v o  l a  u r e a  que  f u e  
e s t e r i l i z a d a  a p a r t e  a pH k , 0 - k , 5 , ya  que  a pH s u p e r i o r  a 5 se 
d e s c o m p o n e  s e g ú n  l a  r e a c c i ó n :
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En l a  f i g u r a  5 se  p u e d e  o b s e r v a r  l a  e v o l u c i ó n  de l  c u l t i v o  en el
t i e m p o  e l  c u a l  s e  s i g u i ó  po r  r e c u e n t o  c e l u l a r ,  en c á m a r a  de 
N e u b a u e r ,  No se  r e a l i z a r o n  d e t e r m i n a c i o n e s  de p e s o  s e c o  ya que  
a l  e s t e r i l i z a r  e l  me d i o  de  c u l t i v o ,  l a s  p r o t e í n a s  de l  s u e r o  
( L a c t o a l b ú m i n a  y L a c t o g l o b u l i n a )  c o a g u l a n  q u e d a n d o  como s ó l i d o s  
en s u s p e n s i ó n ,  c o n j u n t a m e n t e  con  p a r t e  d e l  m a c e r a d o  de m a í z .  
E s t o  h a c e  que  c a r e z c a  de s e n t i d o  l a  d e t e r m i n a c i ó n  de l  p e s o  s e ­
co p a r a  e v a l u a r  l a  bi  omasa  f o r m a d a ,  l o  c u a l  i m p i d e  a su v e z  
e v a l u a r  e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  ( p e s o  de b ¡ o ma s a  f o r m a d a / p e s o  
de s u s t r a t o  c o n s u m i d o ) .  S i n  e m b a r g o ,  t a l  como se  m o s t r a r á  más 
a d e l a n t e ,  s e  p r o p o n e  un mé t o d o  que  p e r m i t e  e l  c á l c u l o  d e l  n i s : -  
mcy, en b a s e  a l a  d e t e r m i n a c i ó n  de l  e x t r a c t o  s e c o ,  e l  c u a l  c o m­
p r e n d e  t a n t o  a l o s  s ó l i d o s  d i s u e l t o s  como a l o s  s ó l i d o s  en 
s u s p e n s  i ó n .
Como se  m u e s t r a  en l a  f i g u r a  5,  a l a s  11 h o r a s  de c u l t i v o  
l a  l a c t o s a  f u e  t o t a l m e n t e  c o n s u m i d a ,  a l c a n z á n d o s e  un r e c u e n t o  
de I b x 10^ c e l / m l .
E l  p r o d u c t o  s e c o  r e s u l t a n t e  f u e  s o m e t i d o  a d i v e r s o s  a n á l i s i s  
y e l  r e s u l t a d o  de l o s  mi smos  p u e d e  o b s e r v a r s e  en e l  c u a d r o  X I .
E l  c o n t e n i d o  de u r e a  de l  p r e p a r a d o  o b t e n i d o ,  ( 1 , 2  %) es  a t r i ­
bu T b 1 e a que d u r a n t e  e l  c u l t i v o  é s t a  no f u e  t o t a l m e n t e  c o n s u m i d a .  
P o r  o t r a  p a r t e ,  e l  c o n t e n i d o  r e l a t i v a m e n t e  a l t o  de c e n i z a s  ( 1 6 , 5 % )  
es  d e b i d o  a l a  f o r m a  en que  f u e  s e c a d o  e l  c a l d o  f e r m e n t a d o ,  s i e n d o  
e s t o  f á c i l m e n t e  e v i t a b l e  s i  p r e v i o  a l  s e c a d o  se  s e p a r a  l a  f r a c ­
c i ó n  i n s o l u b l e  p o r  c e n t r i f u g a c i ó n ,  c on  l o  c u a l  se  e l i m i n a n  l a s
s a l e s  d i s u e l t a s .
( 34)
E l  t e n o r  de p r o t e í n a s  f u e  e v a l u a d o  p o r  e l  mé t o d o  de K j e l d a h l
- . ( 35)y p o r  l a  t é c n i c a  d e l  b i u r e t  . En e s t e  u l t i m o  c a s o  se  u t i l i z a ­
ron  dos  p r o t e í n a s  como r e f e r e n c i a  p a r a  o b t e n e r  l a  c u r v a  de c a l  i - 
b r a c i ó n :  g e l a t i n a  y a l b ú m i n a  de s u e r o  b o v i n o  c r i s t a l i z a d a .  En
l a  f i g u r a  6 s e  o b s e r v a  que  l a  a l b ú m i n a  p o s e e  ma y o r  p e n d i e n t e  que  
l a  g e l a t i n a .  E s t o  p o d r í a  d e b e r s e  a que  l a  g e l a t i n a  p o s e e  un e l e ­
v a d o  c o n t e n i d o  de r e s t o s  de p r o l i n a  e h i d r o x i p r o l i n a  l o s  c u a l e s  
no f o r m a n  c o m p l e j o s  con  e l  Cu + + ^  ^  . P o r  t o d o  e s t o  l a  a b s o r v a n c i a
po r  u n i d a d  de p e s o  de g e l a t i n a  es me no r  que  l a  de a l b ú m i n a ,  l o  
c u a l  r e d u n d a r á  en una s o b r e e s t i m a c i ó n  de l  c o n t e n i d o  de p r o t e í n a s  
de l a  m u e s t r a  c u a n d o  se  u t i l i z a  l a  g e l a t i n a  como p a t r ó n .  En el  
c u a d r o  X I I  se  da l a  c o m p o s i c i ó n  en a m i n o á c i d o s  d e l  p r e p a r a d o
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p r o t e i c o  y l a  suma de l o s  mi smos  p e r m i t e  e s t i m a r  t a m b i é n  e l  c o n ­
t e n i d o  en p r o t e í n a ,  que  en e s t e  c a s o  a r r o j a  un v a l o r  s i m i l a r  a l  
d e t e r m i n a d ©  c o n  l a  t é c n i c a  d e l  b i u r e t  c u a n d o  se  u t i l i z ó  a l b ú m i n a  
de s u e r o  b o v i n o  como p r o t e í n a  p a t r ó n .
Debe d e s t a c a r s e  que  d e l  p o r c e n t a j e  de p r o t e í n a s  p r e s e n t e s  en 
e l  p r e p a r a d o  una f r a c c i ó n  p r o v i e n e  de l a s  l e v a d u r a s  y o t r a  de 
l a s  p r o t e í n a s  d e l  s u e r o  que han c o a g u l a d o  d e b i d o  a l a  e s t e r i l i ­
z a c i ó n  ( L a c t o a l b ú m i n a  y L a c t o g l o b u l i n a ) .
En e l  c u a d r o  N ° X I V  se  c o n s i g n a n  l o s  d a t o s  r e f e r e n t e s  a l  v a l o r  
b i o l ó g i c o  d e l  p r e p a r a d o  p r o t e i c o .  Se d e s t a c a  e l  a l t o  v a l o r  de 
d i g e s t i b i l i d a d ,  p e r o  una UPN rnas b i e n  b a j a ,  l o  que  c o n d u c e  a un 
v a l o r  b i o l ó g i c o  r e l a t i v a m e n t e  b a j o .
La l i s i n a  d i s p o n i b l e  c o n f o r m a  un 6 0 % d e l  t o t a l  p r e s e n t e .
E l  b a j o  c o n t e n i d o  de RNA es a t r i b u i b l e  a un e f e c t o  de d i l u c i ó n  
de l o s  c o m p o n e n t e s  d e l  s u e r o  que  no f u e r o n  a s i m i l a d o s  d u r a n t e  e l  
c u l t i v o  p o r  l a  l e v a d u r a  p e r o  q u e ,  po r  l a  f o r ma  en que  se  s e c ó  
e l  c a l d o ,  q u e d a r o n  r e t e n i d o s  ya que  l a  d e t e r m i n a c i ó n  de RNA s o b r e  
c é l u l a s  en f a s e  e s t a c i o n a r i a  c u l t i v a d a s  en un m e d i o  de c u l t i v o  
s i m i l a r  ( r e e m p l a z a n d o  e l  s u e r o  e n t e r o  po r  s u e r o  d e s p r o t e i n i z a d o  ) 
a r r o j ó  un v a l o r  de 5 % p/p ( s e c o ) .
E n s a y o s  de a l  ¡ m e n t a c i ó n  con a v e s  
A . -  P o l l o s  pa r r i  1 1e r o s .
En e s t a  e x p e r i e n c i a  se  e s t u d i ó  l a  i n c i d e n c i a  de r a c i o n e s  
b a l a n c e a d a s  i s o p r o t e i c a s  s o b r e  l a  g a n a n c i a  de p e s o  c o r p o r a l  y 
r e l a c i ó n  de c o n v e r s i ó n  en l a  c r i a n z a  de p o l l o s  pa r r i 1 1e r o s .
P a r a  t a l  f i n  se  e m p l e a r o n  k l o t e s  de p o l l i t o s  i n t e g r a d o s  c a d a  
uno a l  a z a r ,  p o r  22 mac hos  BB de l a  l í n e a  c o m e r c i a l  R o s s  v a c u n a ­
dos  c o n t r a  l a  e n f e r m e d a d  Ma n e k .  Los  l o t e s  f u e r o n  m a n t e n i d o s  en 
c o m p a r t i m e n t o s  i n d e p e n d i e n t e s  en b a t e r í a s  de c r í a ,  r e c r í a  y t e r ­
m i n a c i ó n .  Los  p o l l u e l o s  f u e r o n  m a n t e n i d o s  en a y u n a s  72 h o r a s  
d e s d e  su n a c i m i e n t o ,  con a c c e s o  e x c l u s i v o  a l  a g ua  de b e b i d a ,  
p r e v i o  c o n t r o l  de p e s o  de c a d a  l o t e .  L as  r a c i o n e s  u t i l i z a d a s  en 
e s t a s  e x p e r i e n c i a s  se  i n d i c a n  en e l  c u a d r o  XV.
Se  e n s a y a  c o m p a r a t i v a m e n t e  l a  h a r i n a  de c a r n e ,  h a r i n a  de 
p e s c a d o  y l a  h a r i n a  que  p r o v i e n e  de l a  f e r m e n t a c i ó n  d e l  s u e r o  
á c i d o  de q u e s o  ( P P F ) f r e n t e  a una r a c i ó n  t e s t i g o  i n t e g r a d a  por
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h a r i n a  de c a r n e  y de p e s c a d o .  La t e m p e r a t u r a  de l  l o c a l  f u e  man ­
t e n i d a  a 3 0 ° C .
Los  c o n t r o l e s  de p e s o  c o r p o r a l  y c o ns umo  de a l  i m e n t o  se  r e g i s ­
t r a r o n  c a d a  15 d í a s .  E s t a s  e x p e r i e n c i a s  t u v i e r o n  una d u r a c i ó n  de 
60 d í a s .
B.  P o n e d o r a s
Las  e x p e r i e n c i a s  con  p o n e d o r a s  t u v i e r o n  como o b j e t i v o  e s t u ­
d i a r ,  c o m p a r a t i v a m e n t e  e n t r e  l a s  g a l l i n á c e a s ,  l a  i n c i d e n c i a  de 
r a c i o n e s  b a l a n c e a d a s  i s o p r o t e i c a s  s o b r e  l a  c a n t i d a d  y p e s o  de 
h u e v o s  p r o d u c i d o s ,  pe so  c o r p o r a l  y r e l a c i ó n  de c o n v e r s i ó n ,  u t i ­
l i z a n d o  f u n d a m e n t a l m e n t e  como f u e n t e  e s e n c i a l  de a m i n o á c i d o s ,  
en l o s  dos  p r i m e r o s  e n s a y o s ,  l a s  h a r i n a s  de p e s c a d o ,  c a r n e  y 
e l  p r e p a r a d o  p r o t e i c o  o b t e n i d o  p o r  f e r m e n t a c i ó n  ( P P F )  en f o r ma  
i n d i v i d u a l  y / o  c o n s o c i a d a  y en e l  t e r c e r  e n s a y o  e l  a g r e g a d o  de 
h a r i n a s  de s o j a  y g i r a s o l .
L a s  e x p e r i e n c i a s  se  e f e c t u a r o n  a t r a v é s  de 3 e t a p a s  s u c e s i ­
v a s  s o b r e  un t o t a l  de  32 p o l l a s  de l a  l í n e a  c o m e r c i a l  " W a r r e n "  
de p o s t u r a ,  u b i c a d a s  en j a u l a s  i n d i v i d u a l e s  con  l a s  que  se f o r ­
mar on  a l  a z a r  b g r u p o s  de 8 a n i m a l e s .  Al  i n i c i a r s e  e s t a s  e x p e ­
r i e n c i a s  l a s  p o l l a s  t e n í a n  190 d í a s  de e d a d  y f u e r o n  a l i m e n t a d a s  
con una mi sma r a c i ó n  a l i m e n t i c i a  d u r a n t e  l o s  30 d í a s  a n t e r i o r e s  
a l  i n i c i o  d e l  e n s a y o .  A c o n t i n u a c i ó n  de  e s t e  p e r í o d o  s e  m a n t u ­
v i e r o n  1 A h o r a s  en a y u n a s  p a r a  e l  c o n t r o l  de p e s o .  L a s  r a c i o n e s  
u t i l i z a d a s  se i n d i c a n  en e l  c u a d r o  X V I .  El  p e r í o d o  c o r r e s p o n ­
d i e n t e  a c a d a  e n s a y o  s u c e s i v o  f u e  de 30 d í a s ,  con  un i n t e r v a l o  
de \b h o r a s  de a y u n o  e n t r e  c a d a  e n s a y o .
R e s u l t a d o s  de l o s  e n s a y o s  c on  a v e s
Los  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en l o s  e n s a y o s  con p o l l o s  pa r r  i 1 1e r o s  
se  m u e s t r a n  en e l  c u a d r o  X V I I  d o n d e  se  i n d i c a  l a  f u e n t e  de p r o ­
t e í n a  u t i l i z a d a ,  l a  g a n a n c i a  de p e s o  p r o m e d i o  a l o s  60 d í a s  y 
l a  r e l a c i ó n  p r o m e d i o  de c o n v e r s i ó n .  Los  v a l o r e s  m u e s t r a n  que 
e x i s t e  una d i f e r e n c i a  s i g n i f i c a t i v a  en l a  g a n a n c i a  de p e s o  de l  
l o t e  a l i m e n t a d o  c c n  P P F  en r e l a c i ó n  a l o s  l o t e s  a l i m e n t a d o s  con 
HC + HP y HC.  Además  p u e d e  o b s e r v a r s e  que  l a s  d i f e r e n c i a s  más 
a l t a m e n t e  s i g n i f i c a t i v a s  ( 2 6 7 , 3 8  g de p e s o  c o r p o r a l  y 0 , 21  en 
r e l a c i ó n  de c o n v e r s i ó n )  f u e r o n  o b t e n i d a s  en l o s  l o t e s  a l i m e n t a d o s  
con  h a r i n a  de c a r n e  y P P F .
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* - h a r i n a  de c a r n e
* * -  h a r i n a  de p e s c a d o
Los r esu l t ados  o b t e n i d o s  en l o s  e n s a y o s  con p o l l a s  p o n e d o r a s  
se i n d i c a n  en l o s  c u a d r o s  X V I I I ,  X I X  y XX .  En e l  c u a d r o  X V I I I  
d o n d e  s e  c o m p a r a  e l  e f e c t o  de r a c i o n e s  que c o n t i e n e n  HC,  HP y 
P P F  f r e n t e  a un t e s t i g o  con  HC + HP ,  pue d e  o b s e r v a r s e  que  l a  
c a p a c i d a d  de c o n v e r s i ó n  ( g .  b a l a n c e a d o / g .  h u e v o )  dan v a l o r e s  
muy s e m e j a n t e s ,  m i e n t r a s  que  e l  v a l o r  p r o m e d i o  de p o s t u r a  no 
p r e s e n t a  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  ( P >  0 , 0 5 ) -
En e l  c u a d r o  X I X  se  m u e s t r a n  l o s  r e s u l t a d o s  de r a c i o n e s  do nde  
se c o n s o c  i a i s o p r o t e i c a m e n t e  l a s  mi smas  f u e n t e s  de p r o t e í n a s  de l  
e n s a y o  a n t e r i o r ,  con  e l  P P F  f r e n t e  a l  mi smo t e s t i g o  (HC + H P ) .
En a n á l i s i s  de v a r i a n z a  r e s p e c t o  de l a  r e l a c i ó n  r a c i ó n  / p o s t u r a  
r e s u l t ó  l i g e r a m e n t e  s i g n i f i c a t i v o  ( P < 0 , 0 5 )  p e r o  a l  a p l i c a r  e l  
mé t o d o  de T u c k e y  s e  d e m o s t r ó  que d i c h a s  v a r i a c i o n e s  de b e n  a t r i ­
b u i r s e  a l  a z a r .
En e l  c u a d r o  XX d o n d e  se  i n c l u y e n  h a r i n a s  v e g e t a l e s  ( s o j a  y 
g i r a s o l )  en l a s  r a c i o n e s ,  puede  a p r e c i a r s e  de l  a n á l i s i s  de v a ­
r i a n z a  que l a  r e l a c i ó n  r a c i ó n  / p o s t u r a  no es  s i g n i f i c a t i v a  ( P >■ 0 , 0 5 ) .
Los  r e s u l t a d o s  d e l  c u a d r o  X I V  m u e s t r a n  que  e l  p r e p a r a d o  p r o ­
t e i c o  o b t e n i d o  po r  f e r m e n t a c i ó n  no p r e s e n t a  un a l t o  v a l o r  b i o l ó ­
g i c o .  E s t e  c o m p o r t a m i e n t o  es  c a r a c t e r í s t i c o  de l a s  p r o t e í n a s  
p r o v e n i e n t e s  de l e v a d u r a s  d e b i d o  a su b a j o  t e n o r  en a m i n o á c i d o s  
a z u f r a d o s .
E l  b a j o  c o n t e n i d o  en RNA d e l  p r e p a r a d o  en e s t u d i o  t i e n e  poc a
i m p o r t a n c i a  en l a  n u t r i c i ó n  a n i m a l ,  p e r o  p u e d e  r e s u l t a r  de g r a n
( 1 3 )í n t e r e s  en l a  a l i m e n t a c i ó n  humana
S i  b i e n  l a  c a l i d a d  p r o t e i c a  d e l  P P F  pue d e  m e j o r a r s e  po r  s u p l e -
* . . . . . ( 1 0 , 1 1 , 7 9 )m e n t a c i ó n  con m e t i o n i n a  , es  i n t e r e s a n t e  d e s t a c a r  que
e l  a l t o  c o n t e n i d o  de l i s i n a  p e r m i t e  su a s o c i a c i ó n  con h a r i n a s  
v e g e t a l e s  g e n e r a l m e n t e  d e f i c i e n t e s  en d i c h o  a m i n o  á c i d o  y con  
b u e n o s  v a l o r e s  de a m i n o á c i d o s  a z u f r a d o s ,  m e j o r a n d o  a s í  l a  c a l i ­
dad p r o t e i c a  d e l  p r o d u c t o  r e s u l t a n t e .
P u e d e  r e s u l t a r  i n t e r e s a n t e  c o m p a r a r ,  en e l  c a s o  de l a s  pone-
(¿42)d o r a s ,  l o s  r e q u e r i m i e n t o s  d i a r i o s  de a m i n o á c i d o s  en r e l a c i ó n
a l a  c o m p o s i c i ó n  d e l  p r e p a r a d o  p r o t e i c o  ( C u a d r o  X I I I ) .  P a r a  una 
m e j o r  c o m p a r a c i ó n  se  l e  a s i g n ó  a l a  h i s t i d i n a  e l  v a l o r  de 1 ( u n o )  
s i e n d o  l a  c o m p o s i c i ó n  de a m i n o á c i d o s  r e l a t i v a  a e s t e  v a l o r .  Se 
o b s e r v a  que  t a n t o  e l  c o n t e n i d o  de l i s i n a  ( e l  v a l o r  t a b u l a d o  c o r r e s ­
ponde  a l i s i n a  d i s p o n i b l e )  como e l  de a m i n o á c i d o s  a z u f r a d o s  de l
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p r e p a r a d o ,  e s t á n  en una r e l a c i ó n  b a s t a n t e  c e r c a n a  a l a s  que  r e ­
q u i e r e n  l a s  a v e s ,  y a l g o  s i m i l a r  o c u r r e  con una bue n a  p a r t e  de l o s  
a m i n o á c i d o s  r e s t a n t e s .  E s t a  p o d r í a  s e r  una de l a s  c a u s a s  p o r  l a s  
que  e l  p r e p a r a d o  m o s t r ó  s e r  c a p a z  de r e e m p l a z a r  f u e n t e s  de n i t r ó ­
ge no  t r a d i c i o n a l e s  en l o s  b a l a n c e a d o s  p a r a  p o n e d o r a s  con  b u e n o s  
r e s u 1t a d o s .
-37-
F i g u r a  3 :  C r e c i m i e n t o  c e l u l a r  ( • ) ,  c o n s u m o  de 0^ ( x )  y c o n s u m o
de  l a c t o s a  ( O)  d u r a n t e  un c u l t i v o  de  K.  f r a g i l i s  en 
t a n q u e  a g i t a d o  en un m e d i o  c o n t e n i e n d o  s u e r o  d es  p r o ­
t e  i n i z a d o  su p 1 e m e n t a d o .  A g i t a c i ó n  800  RP M,  a e r a c i ó n  
0 , 3  1 / 1 / m i n . .
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F i g u r a  k : E s t a b i l i d a d  d e l  s u e r o  de  q u e s o  en f u n c i ó n  d e l
t i e m p o .  (A )  E x t  r a c t o  s e c o  ( g / l ) .  ( X ) A c i d e z  en
á c i d o  l á c t i c o .  ( O)  L a c t o s a  ( g / l ) .  ( Q )  A c i  d ez en
á c i d o  l á c t i c o  ( a g r e g a d o  de  H 2 0  ^ 0 , 1 / ) .
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F i g u r a  5 : C u l t i v o  de K.  f r a g i l i s  en f e r m e n t a d o r  de 1 0 . 0 0 0  1.
de c a p a c i d a d .  ( O)  L a c t o s a ;  ( □)  U r e a ;  ( # )  R e c u e n t o  c e l u ­
l a r .  M e d i o  H ( g / 1 ) :  U r e a  3 , 0 ;  P O^HK  1 , 5 ;  S O ^ M g . y H  0 
0 , 1 5 ;  M a c e r a d o  de  m a í z  ( s ó l i d o )  2 , 0 ;  S u e r o  de  q u e s o  
CS P  1000 m i ;  pH = 5,  5 ~ 5,  7 - V o l u m e n  de c u l t i v o :  7 - 0 0 0  1.
A g i t a c i ó n  80 RPM.  A e r a c i ó n  0 , 5  - 1 , 0  —~ — :—  Tempe-I . m i n
r a t u r a  3 0 ° C .
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F i g u r a  6:  C u r v a s  de  c a l i b r a c i ó n  p a r a  l a  t é c n i c a  d e l  b i u r e t  u t i ­
l i z a n d o  a l b ú m i n a  de s u e r o  b o v i n o  c r i s t a l i z a d o  y g e l a t i n a  
como p r o t e í n a s  p a t r ó n .
- 4 1 -
C u a d  r o  X I
C o m p o s i c i ó n  de l  p r e p a r a d o  p r o t e i c o  o b t e n i d o  p o r  f e r m e n t a c i ó n
U r e a  -------------------
Amo n í a c o -------------
N x 6 , 2 5  -------------
P r o t e í n a s  ------------
P r o t e í n a s  ------------
Suma de a m i n o á c i d o s
L a c t o s a  ---------------
G r a s a s  ----------------
C e n i z a s  ---------------
Ca ----------------------
Mg -------------------------------
P ---------------------------------
N a ----------------------
( Humedad -------------
Gr amos  % ( b a s e  s e c a )
1 ,2 
0, 1  
4 7 , 8
4 6 , 5  ( t e s t i g o  G e l a t i n a )
*4 0 , 8  ( t e s t i g o  Albúm ina de suero  b o vin o ) 
40 , 6 
0 , 4  
8 , 5  
1 6 , 5  
0,81 
0,  48
2 , 1  
1 ,0 
6 , 8 % )
C u a d r o  X I I
C o m p o s i c i ó n  de a m i n o á c i d o s  de l  p r e p a r a d o  p r o t e i c o
F e n i  l a l a n i n a
T i r os  i n a ---
L e u c i n a  -----
I s o l e u c i n a  - 
Met  i on  i na - -
V a l i n a  ------
C i s t i n a  -----
A l a n  i n a -----
G l i c i n a  -----
P r o l i n a  -----
G l u t á m i c a
S e r i n a ------
T r e o n  i n a ---
A s p á r t i c o
A r g i n i n a ---
H i s t i d i n a  --
L i s i n a ------
( Humedad ---
% ? / ?  ( húmedo)  
1 ,7 
1 ^
3 . 3
1 , 8
0 , 64 
2 , 0  
0 , 4 6  
2,8 
1 ,5
2,1
7 . 3
1 ,9
2,1 
4 , 0  
1 ,5
0 , 6 8  
2 , 7  
6 , 8 % )
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Cuadr o  X I I I
C o m p a r a c i ó n  e n t r e  l o s  r e q u e r i m i e n t o s  d i a r i o s  de a m i n o á c i d o s  p a r a  
p o n e d o r a s  y l a  c o m p o s i c i ó n  d e l  p r e p a r a d o  p r o t e i c o .
A m i n o á c i do R e q u e r i m i e n t o s  r e l a t i v o s C o m p o s i c i ó n  r e l a t i v a  d e l  P .  P r o t e i c o
L i s i n a 2 , 2 5 2 , 8
Me t . 1 . 05 0 , 9 3
Met  . y C i s t . 1 , 86 1 , 62
T r i p . 0 , 55 0 , 6 8
Ar g  . 2 , 5 2 , 1 2
H i s t . 1 ,0 1 ,0
Fe n a 1 . 2 , 3 0 2 , 4
Fen a 1 . y T i r . 3 , 3 0 4 , 4
T r eo . 1 , 86 3 , 0
L e u . 3 , 5 4 , 6
1 1 e u . 2 , 11 2 , 5
Va 1 . 2 , 1 3 2 , 8
G I i . 1,67 2 , 0
H i s t . = 360 m-9- ----
A v e . d í a
H i s t .  = 1 , 6 %  = 1
C u a d r o  X I V
V a l o r  b i o l ó g i c o  d e l  p r e p a r a d o  p r o t e i c o
RNA ------------------------------------------------------------------- 1 , 6 3 %  ( b a s e  s e c a )
L i s  ¡ na  d i s p o n i b l e  ----------------------------------------------  3 , 7 9 g / 1 6 g N
UPN ( U t i l i z a c i ó n  P r o t e i c a  N e t a )  -------------------------- A l ,  46
D ( D i g e s t í b i l  ¡ d a d )  --------------------------------------------- 8 5 , 6 2
UPNV a l o r  B i o l ó g i c o  = —¡r— . 10 0 = 5 5
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- k k -
-**5-
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C u a d r o  X V I I I
R_e_su1tados de  e n s a y o s  de  a l i m e n t a c i ó n  con p o l l a s  p o n e d o r a s
P R I M E R  E N S A Y O
LOTE A B c D
(fuente de p ro te ín a  
animal HC + HP HC HP PPF
(Proteína B ru ta  total 17,387 17,320 17,438 17,170
Postura X 25,75 25,62 26,12 24,75
Postu ra (o/o ) 85,83 85,41 87,08 82,50
Peso del Huevó (X) 54,93 52,63 54,80 55,26
CONVERSION:
1 huevo: g . a 1 i mentó 
12 huevos: kg. a l im en to
1:136,6 
1 :1 ,639
1:136,8 
1 : 1 ,6A1
1:136,9 
1 :1,643
1 : 1A0,8 
1 :1 ,650
Peso C o rpo ra l :  D i f e r e n c i a  X 
( i n i c i a l / f i n a l ) + 30 g - 7,5 g - 21,2 g +23 , 1  g
A n á l i s i s  V a r lan z a ,  T ipo Rac ión :  Postura ( P > 0 ,0 5 )  C.V.  = 11,62%
HC : Harina de carne  - HP : Harina de pescado
PPF : Preparado p r o t e i c o  obten ido  por fe rmentación
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C u a d r o  X I X
R e s u l t a d o s  d e  e n s a y o s  d e  a l i m e n t a c i ó n  c o n  p o l l a s  p o n e d o r a s
S E G U N D O  E N S A Y O
LOTE E F G H
Fuente de 
P ro te ína  Animal HC+HP HC+PPF HP+PPF HC+HP+PP F
P ro te ín a  B ru ta  Tota l 17,387 17,2U6 17,382 17,326
Postura  X 26,00 26,00 26,25 26,62
Postura (o/o) 86,67 86,67 87,50 88,75
Peso del Huevo
(X)
55,35 55,55 5*1,19 53 ,**9
CONVERSION:
1 huevo : g . a 1 i mentó 
12 huevos: k g . a l im en to
1:137,6
1:1,651
1:133,0 
1 : 1 ,596
1:136,9 
1 : 1 ,643
1 :133,6 
1:1,603
Peso c o r p o r a l : 
D i f e r e n c ia  X 
( i n i c i a l / f i n a l )
+35,0 -11,9 -3,2 +57,5
A n á l i s i s  V a r ian z a ,  Tipo  
HC: Harina de Carne 
PPF:  Preparado p r o t e i c o
Rac ión :  Postura  ( P <  0, 05) 
HP: Harina de Pescado 
obten ido  por fermentación
C.V.  =
-¿4 8 -
C u a d r o  XX
R e s u l t a d o s  de e n s a y o s  de  a l i m e n t a c i ó n  con p o l l a s  p o n e d o r a s
T E R C E R  E N S A Y O
LOTE I J K L
Fuente de 
P ro te ín a s HC+PPF+HS HP+PPF+HS HP+HS PPF+HS
P ro te ín a  B ru ta  Tota l 17,344 17,314 17,425 17,323
Postura  X 2b, 00 20,37 23,28 23,87
Postura (o/o) 80,00 67,92 77,60 79,37
Peso del Huevo (X) 57,84 59,81 56,91 55,03
CONVERSION:
1 Huevo: g . a 1 i mentó 
12 Huevos: Kg. a l im en to
1 :126,1 
1 :1 ,513
1:146,8
1:1,762
1 :125 , o
1 :1 ,507
1 : 118,9 
1 :1,427
Peso c o r p o r a l : 
D i f e r e n c i a  X 
( i n i c i a l / f i n a l )
-28 +13 -11,8 +3
A n á l i s i s  de V a r ia n z a ,  T ipo Rac ión :  Postura  ( P > 0 ,0 5 )  C . W. - lA,88^
HC = Har ina  de Carne; HP + Harina de pescado; PPF = Preparado p ro te i co  obten ido
por fermentación
HS = Har ina  de So ja
E S T I M A C I O N  DEL R E N D I M I E N T O  C E L U L A R  EN C U L T I V O S  QUE C ONT I E NE N  
S OL I DOS  EN S U S P E N S I O N
Uno de l o s  p a r á m e t r o s ,  s i  no e l  mas I m p o r t a n t e ,  a d e t e r m i n a r  
en l a  p r o d u c c i ó n  de b í o m a s a ,  es  e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r ,  e s t o  e s :  
pe so  de b í o m a s a  f o r m a d a  p o r  u n i d a d  de p e s o  de s u s t r a t o  ( f u e n t e  
de c a r b o n o  y e n e r g í a )  c o n s u m i d o ,  f r e c u e n t e m e n t e  s i m b o l  i z a d o  por  
l a  l e t r a  Y.  El  o b j e t i v o  p r i m o r d i a l  en l a  p r o d u c c i ó n  de b i o m a s a  
es o b t e n e r  e l  ma y o r  r e n d i m i e n t o  p o s i b l e  ( u s u a l m e n t e  r e n d i m i e n t o  
de l  o r d e n  de 0 , 5  son c o n s i d e r a d o s  muy b u e n o s )  po r  l o  que  l a  e s ­
t i m a c i ó n  de e s t e  p a r á m e t r o  s e  h a c e  i m p r e s c i n d i b l e .
Cua nd o  en e l  me d i o  de c u l t i v o  no e x i s t e n  s ó l i d o s  en s u s p e n ­
s i ó n ,  l a  d e t e r m i n a c i ó n  de l  Y es  f á c i l ,  ya  que  por  c e n t r i f u g a c i ó n  
se p u e d e  s e p a r a r  l a  b i o m a s a  d e l  me d i o  de c u l t i v o  p a r a ,  p o s t e r i o r ­
m e n t e ,  e v a l u a r  su p e s o  s e c o .  Cua ndo  e x i s t e n  s ó l  i d o s  en s u s p e n s i ó n ,  
como f r e c u e n t e m e n t e  o c u r r e  en m e d i o s  de c u l t i v o  i n d u s t r i a l e s ,  l a  
e s t i m a c i ó n  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de b í o m a s a  ya no es  p o s i b l e  po r  
e s t e  m é t o d o ,  y ,  p o r  l o  t a n t o ,  l a  d e t e r m i n a c i ó n  de l  r e n d i m i e n t o .  
P o d r í a  p e n s a r s e  que  s i  se c o n o c e  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de s ó l  i d o s  
d i s u e l t o s ,  p o r  s u s t r a c c i ó n  de d i c h o  v a l o r  de d e t e r m i n a c i o n e s  p o s ­
t e r i o r e s  de p e s o  s e c o ,  se  o b t e n d r í a  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de b i o m a s a ,  
p e r o  t a l  f o r m a  de c á l c u l o  p r e s u p o n e  que  no e x i s t e  n i n g ú n  e f e c t o  
s o l u b i l i z a n t e  de  l o s  m i c r o o r g a n i s m o s ,  es  d e c i r  que  l o s  s ó l i d o s  
en s u s p e n s i ó n  se  c o m p o r t a r í a n  como m a t e r i a l  i n e r t e  d e s d e  e s t e  
p u n t o  de v i s t a ,  l o  c u a l  o b v i a m e n t e  no es  c o r r e c t o  ya que  de s e r ­
l o  no t e n d r í a  s e n t i d o  l a  f o r m u l a c i ó n  de un me d i o  de c u l t i v o  que 
l o s  t u v i e r a  como i n t e g r a n t e s .  P o r  e j e m p l o ,  es  f r e c u e n t e  e l  uso 
de h a r i n a  de s o j a  como f u e n t e  de n i t r ó g e n o  en l o s  m e d i o s  de c u l ­
t i v o  a u n q u e  é s t a  s e a  i n s o l u b l e  ya que  e l  m i c r o o r g a n i s m o  e j e r c e  
una a c c i ó n  s o l u b i l  i z a n t e  a t r a v é s  de una a c c i ó n  e n z i m á t i c a ;  f i ­
n a l m e n t e  l a  f r a c c i ó n  s o l u b i l  i z a d a  es  i n c o r p o r a d a  a l a  b i o m a s a .
El  mé t o d o  que  a q u í  s e  p r o p o n e  se b a s a  en e l  s i g u i e n t e  r a z o ­
n a m i e n t o :  s u p o n g a mo s  que  se r e a l i z a  un c u l t i v o  de un m i c r o o r ­
g a n i s m o  c u a l q u i e r a  en un me d i o  que  c o n t i e n e  s ó l i d o s  en s u s p e n ­
s i ó n  y que  ( v e r  f i g .  7)  SS r e p r e s e n t a  a l o s  s ó l i d o s  en s u s p e n ­
s i ó n ,  SD a l o s  s ó l i d o s  d i s u e l t o s  y X a l a  b i o m a s a .  El  e x t r a c t o  
s e c o ,  E ,  i n c l u y e  t a n t o  a SS como a SD y a X,  l u e g o  en l a  f i g u r a  
7 c o r r e s p o n d e r á  a l a  t o t a l i d a d  d e l  c í r c u l o .  A h o r a  b i e n ,  s i  c o n ­
s i  d e r a m o s  a l  e x t r a c t o  s e c o  como un s i s t e m a ,  es  o b v i o  que  s i  una
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F i g . 7 :
El  c í r c u l o  r e p r e s e n t a  a l  e x t r a c t o  s e c o
S S :  s ó l i d o s  en s u s p e n s i ó n  
SD:  s ó l i d o s  d i s u e l t o s  
X : B i o ma s a
f :  f r a c c i ó n  s o l u b i l  i z a d a
En b a s e  a l o  e x p u e s t o ,  e l  e x t r a c t o  s e c o ,  en c a d a  i n s t a n t e ,  
e s t a r á  d a d o  p o r :
E = S + X + I + P  ( 1 )
E = E x t r a c t o  s e c o  ( P / V )
S = F u e n t e  de c a r b o n o  y e n e r g í a  ( P / V )
X = B i o m a s a  ( P / V )
P = P r o d u c t o  no v o l á t i l  ( P / V )
X = S u s t a n c i a s  que  se c o m p o r t a n  como i n e r t e s  ( P / V )
La e c u a c i ó n  ( l )  s u p o n e  que  e l  v o l u m e n  de c u l t i v o  no se  m o d i ­
f i c a  con  e l  t i e m p o ,  t a l  c u a l  s u c e d e  en un c u l t i v o  en b a t c h .  El  
v a l o r  de I  e n g l o b a  t a n t o  a l o s  s ó l i d o s  d i s u e l t o s  ( a e x c e p c i ó n  
de S)  y en s u s p e n s i ó n  ( a e x c e p c i ó n  de X) que se  c o m p o r t a n  como
i n e r t e s  en e l  s e n t i d o  de que  d e n t r o  de l  s i s t e m a  ( E ) p e r m a n e c e n  
c o n s t a n t e s .  P o r  o t r a  p a r t e  P r e p r e s e n t a  a l g ú n  p r o d u c t o  no v o l á t i l  
o c a s i o n a l m e n t e  f ormado como c o n s e c u e n c i a  de l a  a c t i v i d a d  m e t a b ó *  
l i c a  d e l  m i c r o o r g a n i s m o .
De l a  e c u a c i ó n  ( 1) p u e d e n  s u r g i r  d i s t i n t o s  c a s o s  s e g ú n  l a s
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s u p o s i c i o n e s  que  se  h a g a n :
1 . -  No se  f o r ma  P e 3. r e a l m e n t e  se  c o m p o r t a  como i n e r t e .  
En e s t a s  c o n d i c i o n e s :  E = S + X + 3  ( 2 )
y :  dE = dS + dX ( 3 )  ( d i  = 0)
P o r  o t r a  p a r t e  e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  se d e f i n e  como:
La e c u a c i ó n  ( 7 )  t i e n e  i n m e d i a t a  a p l i c a c i ó n  p r á c t i c a  pues  
e s t á  en f u n c i ó n  de m a g n i t u d e s  m e d i ó l e s ;  a demás  s i  e l  r e n ­
d i m i e n t o  r e a l m e n t e  se  m a n t u v o  c o n s t a n t e  d u r a n t e  t o d o  el  
c u l t i v o ,  l a  g r á f i c a  de ( E 0 - E)  v s  ( S 0 “ S)  d e b e r á  s e r  una
r e c t a  c u y a  p e n d i e n t e  s e r á :  I - Y,
S i  se  c a l c u l a  e l  r e n d i m i e n t o  g l o b a l  de un c u l t i v o ,  es 
d e c i r  c o n s i d e r a n d o  l o s  v a l o r e s  i n i c i a l e s  y f i n a l e s ,  e l  r en  
d i m i e n t o  q u e d a  e x p r e s a d o  como
2 . -  Se f o r m a  a l g ú n  p r o d u c t o  P ,  no v o l á t i l .
I  = i ne r t e
La e c u a c i ó n  ( 1 )  p a r a  un c a m b i o  i n f i n i t e s i m a l  q u e d a  e x p r e s a  
da como :
dE = dS + dX + dP . ( 9 )
Además  dX = - YdS 
dP = - Y pdS
( 1 0 )
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3 . - P = O
I  no se c o m p o r t a  como i n e r t e .
E s t o  pue d e  o c u r r i r  en m e d i o s  de c u l t i v o  d o n d e  l a  f u e n t e  de 
c a r b o n o  y e n e r g í a  es  e l  s u s t r a t o  l i m i t a n t e  y l a  f u e n t e  de 
n i t r ó g e n o ,  en e x c e s o ,  s u s c e p t i b l e  de s e r  u t i l i z a d a  como 
f u e n t e  de e n e r g í a  ( e j .  a m i n o á c i d o s ) .
En e s t e  c a s o  d i   ^ 0 ;  d i  < 0
dE = dS + dX + d i  4 t  = 1 " Y + I T
E x t r a c t o  s e c o  e i n t e r c a m b i o  de m a t e r i a :
O t r o  a s p e c t o  que  d e b e  s e r  c o n s i d e r a d o ,  es  e l  i n t e r c a m b i o  de 
m a t e r i a  con  e l  e n t o r n o ,  e l  c u a l  s e  r e a l i z a  a t r a v é s  de l a  o x i ­
d a c i ó n  de l a  f u e n t e  de c a r b o n o  y e n e r g í a .  S i  s up o n e mo s  que  é s t a  
es  un h i d r a t o  de c a r b o n o  se  t e n d r á :
De e s t a  r e a c c i ó n  s u r g e  q u e :
E l  b a l a n c e  de m a t e r i a  p a r a  e l  s i s t e m a ,  E ,  s e r á :  ( v e r  f i g .  7)
E l  e f e c t o  de d i l u c i ó n  de l  v o l u m e n  de c u l t i v o  d e b i d o  a l  H^O 
f o r m a d o  p o r  l a  r e a c c i ó n  es  d e s p r e c i a b l e ,  po r  t a n t o  se  p u e d e  
c o n s i d e r a r  que V s i g u e  s i e n d o  c o n s t a n t e ;  l u e g o :
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R e e m p l a z a n d o  po r  l a s  r e l a c i o n e s  h a l l a d a s  a n t e r i o r m e n t e
P u e s t o  que  ^  M es ma y o r  que  c e r o  ( p o r q u e  e l  0_ i n g r e s a  a l  
U 2 2
s i s t e m a )  se t i e n e  que  ^  E , p a r a  un h i d r a t o  de c a r b o n o ,  s i e m ­
p r e  s e r á  m enor  que c e r o ;  es  d e c i r  que  E d i s m i n u y e  con e l  t i e m ­
po .
A l a  mi sma c o n c l u s i ó n  se l l e g a  p a r t i e n d o  de l a  e c u a c i ó n  ( 8 ) ;  
ya que  s i  Y es  me no r  que  1,  como o c u r r e  p a r a  h i d r a t o s  de c a r b o n o  
A  E t i e n e  que  s e r  menor  que  c e r o ,  ya que  A S  t a m b i é n  l o  e s .
La e c u a c i ó n  ( 1 4 )  s e  d e d u c e  a p a r t i r  de l a  r e a c c i ó n  de o x i d a ­
c i ó n  de l  s u s t r a t o ,  d o n d e  se s u p o n e  que  0 2 s ó l o  es  . ú t i l  i z a d o  
p a r a  d i c h a  o x i d a c i ó n ,  s i n  e mb a r g o  e s t o  i m p l i c a  que  e l  e s t a d o  
r e d o x  d e l  c a r b o n o  en e l  s u s t r a t o  y en l a  b i o m a s a  son c o m p a r a b l e s  
P o r  e j e m p l o  s i  c o n s i d e r a m o s  que  e l  s u s t r a t o  es  un h i d r o c a r b u r o ,  
h a b r á  un co nsu m o  de 0^ p a r a  l a  r e a c c i ó n  de o x i d a c i ó n  que  p r o v e e  
e n e r g í a  a l a  c é l u l a ,  y o t r o ,  e x t r a ,  p a r a  l l e v a r  e l  e s t a d o  r e d o x  
de l  c a r b o n o  a l  mi smo e s t a d o  que  se e n c u e n t r a  en l a  b i o m a s a ,  en 
t a l  c a s o  e s t o  de be  s e r  c o n s i d e r a d o  en e l  b a l a n c e .
P a r a  h i d r a t o s  de c a r b o n o  t a l  s u p o s i c i ó n ,  i g u a l  e s t a d o  de o x i ­
d a c i ó n  de l  C.  en e l  s u s t r a t o  y l a  b i o m a s a ,  no e s t á  a l e j a d a  de 
l a  r e a l i d a d ,  ya que  e l  e s t a d o  r e d o x  d e l  c a r b o n o  en e s t e  c a s o  es 
de 4 y e l  p o r c e n t a j e  de c a r b o n o  b0% y p a r a  l a  b i o m a s a  4 , 2  ( - 2%)
( Z| 7 )
y 46% (+ 4 %)  r e s p e c t i v a m e n t e .
La e c u a c i ó n  ( 1 5 )  e s t á  en f u n c i ó n  de p a r á m e t r o s  m e d i b l e s  y po r  
t a n t o  p e r m i t e  v e r i f i c a r  e l  ma y o r  o menor  g r a d o  de c u m p l i m i e n t o  
d e l  s i s t e m a  con  l a s  s u p o s i c i o n e s  h e c h a s  ya que  - rmr— de b e  s e r  
0 , 9  . 2
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RE S UL TADOS  Y D I S C U S I O N
P a r a  v e r i f i c a r  l a  v a l i d e z  de l a s  s u p o s i c i o n e s  h e c h a s  s e  t r a ­
b a j ó  con  m e d i o s  de c u l t i v o  s i n  s ó l i d o s  en s u s p e n s i ó n  ( e s t o  no 
a l t e r a  en nada  t o d o  l o  e x p u e s t o  ya  que  en e s t e  c a s o  I i n c l u i r á  
s ó l o  a l o s  s ó l i d o s  d i  s u e l t o s  a e x c e p c i ó n  de l a  f u e n t e  de c a r b o n o )  
l o  c u a l  p e r m i t e  e v a l u a r  e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  ( - Ü X / A S )  y 
a d e má s  p l a n e a r  e x p e r i e n c i a s  en l a s  que  " X "  no se  c o m p o r t a  como 
i n e r t e .
En e l  c u a d r o  XXI  s e  o b s e r v a  l a  e v o l u c i ó n  de l o s  d i s t i n t o s  
p a r á m e t r o s  de l  c u l t i v o ,  e n t r e  e l l o s  e l  e x t r a c t o  s e c o  E q u e ,  
como c a b e  e s p e r a r ,  d i s m i n u y e  en f u n c i ó n  de l  t i e m p o .  E l  c u l t i v o  
se  r e a l  i z ó  con e l  me d i o  A en un t e r m e n t a d o r  New B r u n s w i c k  de 
5 l i t r o s  de c a p a c i d a d  con  1 , 6  l i t r o s  de c u l t i v o  a 400 rpm,  3 0 ° C  
y una a e r a c i ó n  de 1 1 / m i n . .  P r e v i o  a su i n g r e s o  a l  t e r m e n t a d o r
e l  a i r e  f u e  h u m i d i c a d o  a l a  t e m p e r a t u r a  de t r a b a j o  h a c i é n d o l o  
b u r b u j e a r  en a g ua  e s t é r i l  con e l  o b j e t o  de e v i t a r  una c o n c e n ­
t r a c i ó n  d e l  me d i o  de c u l t i v o  d e b i d o  a l a  e v a p o r a c i ó n  de a gua  
que  s e  p r o d u c i r í a ,  l o  c u a l  c a u s a r í a  una  s o b r e e s t i m a c i ó n  de l  
e x t r a c t o  s e c o .  El  t e r m e n t a d o r  se s em b ró  con  un c u l t i v o ,  en me ­
d i o  A,  p r o v e n i e n t e  de un d e s a r r o l l o  de K f r a g i l i s  en e r l e n m e y e r  
( X 1000 m i . )  c on  100 m i .  de c u l t i v o  i n c u b a d o  en a g i t a d o r  r o t a ­
t o r i o  15 h s .  a 3 0 ° C .
C u a d r o  XXI
Va 1 o r e s e x p e r i m e n t a l e s  de un p r o c e s o de d e s a r r o l l o  de K. f r a g i 1 i s
T i empo (h ) pH X (g/1 ) S (g / 1 ) E(g/1) E 0- E (g / 1 ) So - S (g / 1 )
0 5,75 0,43 6,1 10,0 0 0
1,5 5,60 064 5,8 9,9 0,1 0,3
3 5,^0 1,12 5,3 9,4 0,6 0,8
5 5,25 1,94 3,7 8,91 1 ,09 2,4
6,5 4,95 2,82 1,2 . 7,68 2,32
8 4,95 3,51 0 - 6,1
9,3 5,20 3,67 0 7,20 2,80 6,1
X = C oncen trac ión  de biomasa ( g / 1 ; S = Concentrac ión  de l a c to sa  (g/1)
E = E x t r a c t o  seco (g /1 ) .  Medio A: ( g / 1 ) :  Lac tosa  6 ,0 ;  SO^Mg./E^O 0 , 2 ;  PO^HK^ 1,25.
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Acido c í t r i c o  monohidratado 0,55;  E x t r a c to  de levadura  2 ,0 ;  T r ip to s a  1,5;  
pH 5,7 - 5 ,5 .
El rend im iento  g loba l  fue :  
y e l  c a l c u l a d o  p o r  e l
Y = -AX = 3 , 2 4  g / I
~5 s~  6 , 1  g / l
mé t o d o  p r o p u e s t o  Y =
0 , 5 3
A l
A  S
2 ,80
~ 5 7 T 0,54
En e s t a  e x p e r i e n c i a  e l  r e n d i m i e n t o ,  Y,  se  m a n t u v o  
c o n s t a n t e  ( no  o c u r r i ó  l o  mi smo con o t r a s )  l o  c u a l  
l a  f i g u r a  8 d o n d e  l o s  p u n t o s  de l a  g r á f i c a  de E 0 " 
se  a j u s t a  b i e n  a una r e c t a  que  p r á c t i c a m e n t e  p a s a  
c u y a  e c u a c i ó n  es ( m í n i m o  c u a d r a d o s )  :
r a z o n a b 1emen t e  
se r e f l e j a  en 
E v s . S 0- S
po r  e l  o r i g e n
Eo- E = 0,  5 5 ( S o -  S)  + 0 , 0 5
Se g ú n  l a  e c u a c i ó n  ( 7 )  l a  p e n d i e n t e  de d i c h a  r e c t a  e s :  1 - Y;
l u e g o  Y = 0 , 5 4 ;  v a l o r  que  c o n c u e r d a  con e l  r e n d i m i e n t o  g l o b a l  
a n t e r i o r m e n t e  c a l c u l a d o .  De t o d o s  modos e s t e  p r o c e d i m i e n t o ,  s i  
b i e n  más e l e g a n t e ,  r e s u l t a  po c o  p r á c t i c o  ya que  r a r a s  v e c e s  el  
r e n d i m i e n t o  s e  m a n t i e n e  c o n s t a n t e  d u r a n t e  un c u l t i v o  de b a t c h  y 
adem ás  l o  que  i n t e r e s a  c a l c u l a r  es  e l  r e n d i m i e n t o  g l o b a l ,  l o  
c u a l  p u e d e  r e a l i z a r s e  con un p a r  de p e s a d a s .
E s t a  e x p e r i e n c i a  se  r e p i t i ó  p a r a  v e r i f i c a r  l o s  r e s u l t a d o s  
o b t e n i d o s .  En e l  c u a d r o  X X I I  s e  p u e d e n  a p r e c i a r  l o s  r e s u l t a d o s ,  
y en e s t e  c a s o  l a  g r á f i c a  de E 0 - E v s .  S 0 - S s i  b i e n  no da una 
r e c t a ,  l o s  r e n d i m i e n t o s  g l o b a l e s  c a l c u l a d o s  p o r  ambos m é t o d o s  
c o i n c i d e n .
C u a d r o  X X I I
V a l o r e s  e x p e r i m e n t a l e s  de un p r o c e s o  de d e s a r r o l l o  de K. f r á g i l  i s
T i e mp o  ( h ) pH X E s Eo - E So - S
0 5 , 5 5 0 , 3 6 9 , 1 4 5 , 8 5 0 0
2 5 , 3 0 0 , 6 4 9 , 0 4 5 ,80 0 , 1 0 , 0 5
3 5 , 1 5 0 ,89 8 , 9 6 5 , 4 0 , 1 8 0 , 4 5
4 5 , 1 5 2 , 1 0 oo v_n oo 3 , 2 0 0 , 5 6 2 , 6 5
5 ^ , 7 5 2 , 80 7 , 4 4 2 , 1 0 1 , 70 3 , 7 5
6 4 , 6 5 3 , 41 7 , 1 2 0 , 4 9 2 . 0 2 5 , 3 6
7 , 6 4 , 8 0 3 , 71 6 , 5 7 0 2 , 5 7 5 , 8 5
- 5 6 -
a c t o s aX:  C o n c e n t r a c i ó n  de bi  omasa  ( g / 1 ) ;  S = C o n c e n t r a c i ó n  de
( g /1 ) ; E x t r a c t o  s e c o  ( g / 1 ) .  M e d i o  A:  ( g / 1 ) :  L a c t o s a  6 , 0 ;
7 ^ 0  0 , 2 ;  P0^HI<2 1 , 2 5 ;  A c i d o  c í t r i c o  monoh i d ra t a d o  0 , 5 5 ;  
de l e v a d u r a  2 , 0 ;  T r i p t o s a  1 , 5 ;  pH 5 , 7  - 5 , 5-
En e f e c t o :
S( JMg.
E x t r a c t o
Una e x p e r i e n c i a  s i m i l a r  a l a s  a n t e r i o r e s  se  l l e v ó  a c a b o  u t i l i ­
z a n d o  e l  me d i o  de c u l t i v o  B ,  e l  c u a l  se  s a b í a  de a n t e m a n o ,  da ba  
como r e s u l t a d o  un r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  menor  que  en e l  ma d i o  A,  
de e s t e  modo se  p o d r í a  v e r i f i c a r  que  l a  c o n c o r d a n c i a  o b t e n i d a  
en l a s  e x p e r i e n c i a s  a n t e r i o r e s ,  e n t r e  l a s  dos  f o r m a s  de c a l c u l a r  
e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r ,  no se  d e b í a  a un " b u e n  c o m p o r t a m i e n t o  
d e l  me d i o  de c u l t i v o  A.  L a s  c o n d i c i o n e s  de c u l t i v o  f u e r o n  s i m i ­
l a r e s  a l a s  a n t e r i o r e s ,  s a l v o  que  en e s t e  c a s o  e l  v o l u m e n  de 
c u l t i v o  f u e  de 3 l i t r o s  y l a  a g i t a c i ó n  de 800 rpm.  Los  r e s u l t a ­
dos  c o r r e s p o n d i e n t e s  e s t á n  en e l  c u a d r o  X X I I I .
C u a d r o  X X I I I
V a l o r e s  e x p e r i m e n t a l e s  de un p r o c e s o  de d e s a r r o l l o  de K.  f r a g i l i s
T i e m p o  ( h ) pH X S E
0 5 , 7 0 0 , 2 7 12 , 8 2 6 , 4 8
2 5 , 6 5 0 , 41 1 1 ,3 26 , 11
3 , 5 5 , 5 5 0 , 8 0 9 , 3 -
5 , 0 5 , 4 5 1 , 56 8 , 3 -
7 , 0 5 , 4 0 3 ,23 7 , 0 -
8 , 5 5 , 3 0 4 , 00 3 , 6 -
10 5 , 3 0 5 , 1 4 0 , 8 1 9 , 2 4
11 5 , 3 5 5 , 1 5 0 , 2 1 9 , 2 3
X = C o n c e n t  r a e ¡ i ón de  b ii orna sa ( g / 1 ) ; S = C o n c e n t r a c i on  de l a c t o s a
( g / 1 ) ;  E = E x t r a c t o  s e c o  ( g / 1 ) ;  M e d i o  B :  ( g / 1 ) :  L a c t o s a  1 2 , 0 ;
U r e a  1 , 2 ;  PO^H^K 9 , 6 5 ;  á c i d o  c í t r i c o  m o n o h i d r a t a d o  A , 25 ;  SO^Mg.  
7 ^ 0  0 , 9 ;  E x t r a c t o  de l e v a d u r a  2 , 6 ;  pH 5 , 7  - 5 , 5  ( L a  u r e a  se 
e s t e r i l i z ó  po r  s e p a r a d o  a pH 4 ) .
S e g ú n  l o s  d a t o s  d e l  c u a d r o  e l  r e n d i m i e n t o  g l o b a l  e s :
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Dado e l  a l t o  c o n t e n i d o  de c í t r i c o  de e s t e  me d i o  se  r e a l i z o  una 
e x p e r i e n c i a  p a r a l e l a  en l a  que  s e  u t i l i z ó  d i c h o  m e d i o  p e s o  s i n  
l a c t o s a ,  a l o s  e f e c t o s  de v e r i f i c a r  s i  e l  c í t r i c o  p o d í a  s e r  u t i ­
l i z a d o  como f u e n t e  de c a r b o n o  y e n e r g í a  en e s t a s  c o n d i c i o n e s ;  
e n c o n t r á n d o s e  que  p r á c t i c a m e n t e  no hubo d e s a r r o l l o  c e l u l a r ,  l o  
c u a l  i n d i c a  que e l  á c i d o  c í t r i c o  no se  c o n s u m e .
L a s  t r e s  e x p e r i e n c i a s  r e a l i z a d a s  e s t á n  i n c l u i d a s  en e l  c a s o  1°  
es d e c i r  d o n d e  T se  c o m p o r t a  como i n e r t e .  P e r o ,  s e g ú n  l o  e x p u e s t o ,  
s i  e s t a  c o n d i c i ó n  no se  c u m p l e  ambos r e n d i m i e n t o s  d e b e r á n  d i f e r i r  
s i e n d o  e l  c a l c u l a d o  en b a s e  a l  e x t r a c t o  s e c o  m enor  que  e l  c a l c u ­
l a d o  en l a  f o r m a  c l á s i c a  ( e c u a c i ó n  1 1 ) .  E s t o  se  v e r i f i c ó  u t i l i ­
z a n d o  e l  me d i o  de c u l t i v o  A m o d i f i c a d o .  La f u e n t e  de c a r b o n o  y 
e n e r g í a  s e  d i s m i n u y ó  a l a  m i t a d  (3 g / 1 )  y l a  de t r i p t o s a  se d u p l i ­
có (3 g /1 ) , e l  r e s t o  de l  m e d i o  se  m a n t u v o  i g u a l  y l a s  c o n d i c i o n e s  
de c u l t i v o  t a m b i é n .  Los  r e s u l t a d o s  se  c o n s i g n a n  en e l  C u a d r o  X X I V .
C u a d r o  X X 1V
V a l o r e s  e x p e r i m e n t a l e s  de un p r o c e s o  de  d e s a r r o l l o  de K.  f r a g í l i s
T i e mp o  ( h ) pH X S E
0 5 , 7 5 0 , 3 9 2 , 7 8 , 9 9
1 5 , 7 0 0,61 2 , 6 8 , 7 7
2 5 , 7 0 - 2 , 1 7 8 , 86
3 5 , 7 0 0 , 77 1 ,7** 8 , 8 ^
5 5 , 5 0 1 , 9 5 1 , 1 6 8 , 00
6 5 , 3 5 2 , 79 0 7 , 8 ¡4
7 5 , 3 5 2 , 8 7 0 7, 50
X = C o n c e n t r a c i ó n b i orna s a ( g / 1 ) ; S = C o n c e n t r a c i ó n de l a c t o s a  ( g / 1 )
E = E x t r a c t o  s e c o ( g / 1 ) . Med i oAmod i f i c a d o :  ( g /1 )  La c 10 s a 3 , 0 ;
S O^ Mg . y H^ O 0 , 2 ;  PO^HK^ 1 , 2 5 ;  A c i d o  c í t r i c o  monoh i d r a t a d o  0 , 5 5 ;  
E x t r a c t o  de l e v a d u r a  2 , 0 ;  T r i p t o s a  3 , 0 .
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En e s t e  c a s o  r e s u l t a :
En e s t e  c a s o  p a r t i c u l a r  r e s u l t a  o b v i o  que  p a r t e  de l a  b i o m a s a  
f o r m a d a  l o  ha s i d o  a e x p e n s a s  de l a  f u e n t e  de n i t r ó g e n o ,  de o t r a  
fo rm a  es  muy po c o  p r o b a b l e  o b t e n e r  un r e n d i m i e n t o  c e r c a n o  a 1 con 
h i d r a t o s  de c a r b o n o  como f u e n t e  de c a r b o n o  y e n e r g í a .  E l  h e c h o  
de que  e l  r e n d i m i e n t o  c a l c u l a d o  en b a s e  a l  e x t r a c t o  s e c o  s e a  
m eno r  p o d r í a  e x p l i c a r s e ,  i n d e p e n d i e n t e m e n t e  de l a  v a l i d e z  de l a  
e c u a c i ó n  ( 11 ) ,  en b a s e  a que a l  u t i l i z a r s e  l a  f u e n t e  de n i t r ó g e n o  
como f u e n t e  de e n e r g í a  h a y  una d i s m i n u c i ó n  e x t r a  d e l  e x t r a c t o  
s e c o ,  con  l o  c u a l  e l  v a l o r  de E a u m e n t a  en v a l o r  a b s o l u t o  y é s t a  
t r a e  como c o n s e c u e n c i a  q u e ,  p a r a  un S d a d o ,  l a  r e l a c i ó n  1 - 
s e a  m e n o r .
F i n a l m e n t e  se  r e a l i z ó  una e x p e r i e n c i a  u t i l i z a n d o  e l  me d i o  de 
c u l t i v o  B ,  p e r o  en e s t e  c a s o  con e l  o b j e t o  de e s t u d i a r  s i  l a  
r e l a c i ó n  - ^ 7  d e t e r m i n a d a  e x p e r i m e n t a l m e n t e  se  c o r r e s p o n d í a  con 
l a  t e o r í a ,  l a  L c u a l  p a r a  l a  l a c t o s a  es  de 0 , 8 9 -
En e s t a  o p o r t u n i d a d  e l  v o l u m e n  de c u l t i v o  f u e  de 3 l i t r o s ,  
con  e l  o b j e t o  de t e n e r  un ma y o r  co nsum o  de y c o m e t e r  menos 
e r r o r e s  en l a  d e t e r m i n a c i ó n .  E l  i n o c u l o  p r o v i n o  de 3 e r l e n m e y e r s  
( x  1000)  c on  100 mi de me d i o  B c / u  i n c u b a d o s  a 3 0 ° C ,  15 h o r a s  en 
a g i t a d o r  r o t a t o r i o .  La a i r e a c i ó n  f u e  de 75 1 / h y l a  a g i t a c i ó n  de 
750 rpm.  Con e l  p r o p ó s i t o  de no m o d i f i c a r  e l  v o l u m e n  de c u l t i v o ,  
y p o r  e n d e  e l  co nsu m o  de 0 ^,  s ó l o  se  t o m a r o n  m u e s t r a  i n i c i a l  y 
f i n a l  p a r a  p e s o  s e c o ,  e x t r a c t o  s e c o  y l a c t o s a ,  s i g u i é n d o s e  el  
c r e c i m i e n t o  c e l u l a r  p o r  me d i d a  de a b s o r b a n c  i a a 625 nm l a s  c u a ­
l e s  r e a q u i e r e n  e s c a s o s  mi de m u e s t r a .  E s p o r á d i c a m e n t e  se  d e t e r ­
mi n ó  l a  p r o d u c c i ó n  de C 0 _ e n c o n t r á n d o s e  que e l  c o c i e n t e  r e s p i -  
C 0? ¿r a  t o r i o  se  m a n t u v o  c e r c a n o  a 1 d u r a n t e  t o d o  e l  c u l t i v o ,  . lo
u 2 ‘
c u a l  i n d i c a  que  é s t e  t u v o  una a i r e a c i ó n  s u f i c i e n t e .
En l a  f i g u r a  9 s e  o b s e r v a  e l  co nsum o  de 0 2 m1/1 . h ( e n  c o n d i ­
c i o n e s  n o r m a l e s )  y l a  c u r v a  de c r e c i m i e n t o  c e l u l a r .  El  á r e a  
b a j o  l a  c u r v a  de co nsu m o  de O2 r e p r e s e n t a  e l  t o t a l  de O2 c o n s u ­
mi d o  en m1/ 1 .
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En e l  c u a d r o  XXV se  dan l a s  c o n d i c i o n e s  i n i c i a l  y f i n a l  de l  
c u l t i v o  que  c o r r e s p o n d e n  a p r o m e d i o s  de d u p l i c a d o s .
C u a d r o  XXV
V a l o r e s  i n i c i a l e s y f i n a l e s  p a r a  un c u l t i v o  de 
t a n q u e  a g i t a d o
K . f ra g i 1 ii s en
X ( g/1 ) S ( g / 1 ) E ( g / 1 ) M 0 , ( g / l )
I n i c i a l 0 , 6 0 1 1 , 7 2 6 , 7 0
F i n a 1 5 , 3 8 0 2 1 , 2 A , 9 7
X = C o n c e n  t r a e  i ón de b i o m a s a  ( g / 1 ) ; S = C o n c e n t r a c i ó n  de l a c t o s a  ( g / 1 )
E = E x t r a c t o  s e c o  ( g / 1 ) ;  MO^ = 0^ c o n s u m i d o  ( g / 1 ) .
En b a s e  a l o s  d a t o s  de l a  t a b l a  se  o b t i e n e :
A ES i  s e  c o n s i d e r a  que  l a  r e l a c i ó n  t e ó r i c a  - s-tt es  de a p r o x i m a d a -
a m o 2
m e n t e  0 , 9 ,  e l  g r a d o  de c o n c o r d a n c i a  con  e l  v a t o r  e x p e r i m e n t a l  es  
b a s t a n t e  a c e p t a b l e .  P o r  o t r a  p a r t e ,  en e s t a  o c a s i ó n  ambos  r e n d i ­
m i e n t o s  no c o i n c i d e n  t a n  e s t r e c h a m e n t e  como en c a s o s  a n t e r i o r e s .  
Se e n c u e n t r a  que  e l  Y c a l c u l a d o  en b a s e  a l  E es  ma y o r  que  el  
c a l c u l a d o  en l a  f o r m a  c l á s i c a  p o r  l o  que  p u e d e  s e r  p r o b a b l e  que  
s e  h a y a  f o r m a d o  a l g ú n  p r o d u c t o  no v o l á t i l ,  p u e s t o  que  s e g ú n  l a  
e c u a c i ó n  ( 1 0 )  en e s t e  c a s o  se  t i e n e  q u e :
Y + Y P - 1 '
Lo c u a l  j u s t i f i c a r í a  e l  ma y o r  v a l o r  de Y o b t e n i d o ,  con  r e s p e c t o
A Y
a l  c a l c u l a d o  como p u e s t o  que  r e s u l t a r í a  s e r  l a  suma de l
r e n d i m i e n t o  en bi  omasa  y e l  r e n d i m i e n t o  de p r o d u c t o  no v o l á t i l  
En b a s e  a l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s ,  s e  p u e d e  e s t i m a r  a h o r a  e l  
r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  r e s u l t a n t e  d e l  c u l t i v o  r e a l i z a d o  a e s c a l a  
i n d u s t r i a l  c o n  s u e r o  de q u e s o  s u p l e m e n t a d o .  T a l  como se  e s t a b l e c i ó
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en e s a  o c a s i ó n  e l  me d i o  de c u l t i v o  t e n í a  s ó l i d o s  en s u s p e n s i ó n  
p r o v e n i e n t e s  de l  m a c e r a d o  de ma í z  y de l a  f r a c c i ó n  d e l  s u e r o
c o a g u l a b l e  po r  c a l o r .  En e l  c u a d r o  XXV I  s e  c o n s i g n a n  l o s  v a l o r e s  
i n i c i a l e s  y f i n a l e s  de e x t r a c t o  s e c o ,  l a c t o s a  y r e c u e n t o  c e l u l a r
C u a d r o  XXVI
V a l o r e s  e x p e r i m a n t a l e s  d e l  p r o c e s o  de o b t e n c i ó n  de K.  f r á g i l  i s
en e s c a l a  i n d u s t r i a l  
( V a l o r e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l a  f i g .  5)
S ( g / 1 ) E ( g/1 ) c e 1/mi
I n i c i a l  ^5 6 0 , 0 0 , 2 2  . 1 O8
F i n a l 0 , 8 3 M 1 k . 1 o8
S = C r n c e n t r a c  r 6n de l a c t o s a  ( g / 1 ) ;  E = E x t r a c t o  s e c o  ( g / 1 )
En b a s e  a l o s  d a t o s  de l a  t a b l a  e l  r e n d i m i e n t o  s e r á :  Y = 1 = 0 , 3 ^
P o r  o t r a  p a r t e  e l  r e n d i m i e n t o  c a l c u l a d o  en b a s e  a l a  c o r r e l a c i ó n  
p e s o  s e c o  v s .  r e c u e n t o  ( v e r  m a t e r i a l e s  y m é t o d o s )  a r r o j a  un v a l o r  
de 0 , 3 8 .
S i  b i e n  no se  ha e n s a y a d o  e x p e r i m e n t a l m e n t e  e l  c a s o  2°) ( f o r m a -
c i ó n  de p r o d u c t o  no v o l á t i l )  ya  que  no h a c í a  a l  o b j e t i v o  de e s t e
t r a b a j o ,  r e s u l t a  de i n t e r é s  c o m e n t a r  e s t e  c a s o  p a r t i c u l a r  p u e s t o
que  e l  mi smo i mpone  r e s t r i c c i o n e s  a l  uso  de e s t e  mé t o d o  p a r a
e s t i m a r  e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r .
La e c u a c i ó n  ( 1 0 )  e s t a b l e c e  que  c u a n d o  se f o r ma  un p r o d u c t o  no
v o l á t i l ,  l a  r e l a c i ó n  1 - 4-jr no es  i g u a l  a Y s i n o  a Y + Y , c on  1d S p
c u a l ,  p o r  e s t e  m é t o d o ,  se  e s t a r í a  s o b r e  e s t i m a n d o  e l  r e n d i m i e n t o  
c e l u l a r .
N o r m a l m e n t e  l a s  c e p a s  u t i l i z a d a s  p a r a  p r o d u c i r  b i o m a s a  son
" b u e n a s  p r o d u c t o r a s "  de l a  mi sma en e l  s e n t i d o  de que  l a  f u e n t e
de c a r b o n o  y e n e r g í a  es  r e a l m e n t e  u t i l i z a d a  como t a l ,  y una
mí n i ma  p a r t e  se  d e s p e r d i c i a  b a j o  l a  f o r m a  de s u b p r o d u c t o s  me t a -
b ó l i c o s ,  p o r  l o  qup en e s t o s  c a s o s  Y  ^ s e r a  p e q u e ñ o  y po r  l o
t a n t o  Y + Y C¿ Y .
pComo c o n t r a p a r t i d a  e l  mé t o d o  s e r í a  ú t i l  p a r a  d e t e c t a r  c e p a s
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que  f o r m e n  a l g ú n  p r o d u c t o  no v o l á t i l  con  un 
un m e d i o  que  no c o n t e n g a  s ó l i d o s  en s u s p e n s i ó n ,  
rá  con  c o m p a r a r  e l  r e n d i m i e n t o  c a l c u l a d o  como Y
Y AEAS ’
r a z o n a b 1e en
ya  que  b a s t a -  
-AX
AS con
S i  s e  c u m p l e  que  1 - )> - , t a l  d i s c r e p a n c i a  s u g e r í  -AS AS
rá que  se  han f o r m a d o  uno o más p r o d u c t o s ;  t o d o  e s t o  s u p o n i e n ­
do que  l a  f u e n t e  de n i t r ó g e n o  no pue d e  s e r  u t i l i z a d a  como 
f u e n t e  de e n e r g í a  ( c a s o  37 pues  en t a l  c i r c u n s t a n c i a  e l  mé t o d o
no d i s c i e r n e .
En e l  c a s o  de que  se  f o r me  un p r o d u c t o  v o l á t i l  ( e j .  e t a n o  
l a  e c u a c i ó n  ( 6 )  se  s i g u e  c u m p l i e n d o  p u e s t o  que  e l  mi smo a l  
i g u a l  que  e l  H^O o e l  CO^ no c o n t r i b u y e n  a l  e x t r a c t o  s e c o .
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C o r r e l a c i ó n  e n t r e  el  e x t r a c t o  s e c o  y l a  f u e n t e  h i d r o c a  r b o n a -  
da en un c u l t i v o  en t a n q u e  a g i t a d o  de K. f r á g i l  i s . Me d i o  A 
( g / l ) :  L a c t o s a  6 , 0 ;  S O^Mg. y H^O 0 , 2 ;  PO^HK^ 1 , 2 5 ;  A c i d o  c í ­
t r i c o  monoh i  d r a t a d o  0 , 5 5 ;  E x t r a c t o  de l e v a d u r a  2 , 0 ;  T r i p t o s a  
1 , 5 ;  pH= 5 , 7  - 5 , 5  • A e r a c i ó n  1 1 / mi n ;  a g i t a c i ó n  4 0 0 RPM,  v o l u -
men de c u l t i v o  1 , 6  1.
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F i g u r a  3 : C r e c i m i e n t o  c e l u l a r  ( O)  y c o n s u m o  de  0^ ( • )  de
un c u l t i v o  de K . f r á g i l  i s  en t a n q u e  a g i t a d o .
M e d i o  de c u l t i v o  B ( g / 1 ) :  L a c t o s a  1 2 , 0 ;  u r e a  1 , 2 ;
P 0  ^H  ^K 9 , 6 5 ;  A c i d o  c f t r i c o  m o n o h i d r a t a d o  ^ , 2 5 ;  
S 0 ^ M g . 7 H 0  0 , 9 -  E x t r a c t o  de  l e v a d u r a  2 , 6 ;  pH = 5 , 5 “ 
5 , 7 .
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C U L T I V O  D I S C O N T I N U O  A L I M E N T A D O :  M o d e l o  m a t e m á t i c o
Ta l  como se r e s e ñ ó  en l a  i n t r o d u c c i ó n ,  e l  c u l t i v o  d i s c o n ­
t i n u o  a l i m e n t a d o  ( CDA)  es un c a s o  i n t e r m e d i o  e n t r e  e l  b a t c h  
c l á s i c o  y e l  c u l t i v o  c o n t i n u o .
Se  a s e m e j a  a un c u l t i v o  en b a t c h  en e l  s e n t i d o  de que  l a s  
c é l u l a s  se  c o s e c h a n  a l  f i n a l  de l a  o p e r a c i ó n  y a un c u l t i v o  
c o n t i n u o  p o r q u e  c o n s t a n t e m e n t e  i n g r e s a  a l  s i s t e m a  me d i o  de 
c u l t i v o  f r e s c o .  El  i n g r e s o  de n u t r i e n t e s  a un CDA c o n d u c e  a 
un a u m e n t o  de l  v o l u m e n  d e l  c u l t i v o  en f u n c i ó n  de l  t i e m p o ,  l o  
c u a l  t a m b i é n  l o  d i f e r e n c i a  de l  B a t c h  y de l  c o n t i n u o .
La p r á c t i c a  de l  CDA d a t a  de l  año  1919 ,  c u a n d o  comenzó  a 
u t i l i z a r s e  en l a  p r o d u c c i ó n  de l e v a d u r a s  p a r a  p a n i f i c a c i ó n .
De e s t e  modo se  o b t e n í a  un p r o d u c t o  más e s t a b l e  y s e  m e j o r a b a  
c o n s i d e r a b l e m e n t e  e l  r e n d i m i e n t o  ce  1 u 1 a r  . A c t u a l m e n t e ,  a l
menos en n u e s t r o  P a í s ,  s e  s i g u e  u t i l i z a n d o  e s t e  t i p o  de c u l t i ­
v o ,  p r i n c i p a l m e n t e  en l a  p r o d u c c i ó n  de l e v a d u r a s  p a r a  p a n i f i ­
c a c i ó n  a u n q u e  e l  a g r e g a d o  de me d i o  f r e s c o  no es c o n t i n u o  s i n o  
que se  r e a l i z a  en f o r m a  d i s c o n t i n u a ,  d e p e n d i e n d o  l a  c a n t i d a d  
a a g r e g a r  de un c r o n o g r a m a  p r e v i a m e n t e  e s t a b l e c i d o  en b a s e  a
l a  e x p e r i e n c i a .  En c u a l q u i e r  c a s o  l o  que  se  p r o c u r a  es  m a n t e ­
n e r  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de n u t r i e n t e s  a un n i v e l  t a l  que  no r e s u l t e  
l i m i t a n t e  p a r a  e l  m i c r o o r g a n i s m o  p e r o  no t a n  e l e v a d a  que  h a y a  un 
e f e c t o  de i n h i b i c i ó n  po r  a l g u n o  de l o s  n u t r i e n t e s ^ ^  . A modo 
de e j e m p l o ,  en e l  c a s o  de l a s  l e v a d u r a s ,  pue d e  c i t a r s e  e l  e f e c t o  
C rab tree  (también conoc ido como reve rsa  del e f e c to  P a s te u r ,  po r  e l  c u a l
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una c o n c e n t r a c i ó n  r e l a t i v a m e n t e  a l t a  de g l u c o s a  p r o v o c a  una 
i n h i b i c i ó n  de l a  r e s p i r a c i ó n  c e l u l a r .
E l  CDA t a m b i é n  p u e d e  m o s t r a r s e  ú t i l  p a r a  c u l t i v a r  m i c r o o r -
í 8 2)g a n i s m o s  s e n s i b l e s  a l a  p r e s i ó n  o s mó t  i c a  , ya  que  en e s t e
c a s o  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de n u t r i e n t e s  en e l  me d i o  de c u l t i v o  
n u n c a  es  d e m a s i a d o  e l e v a d a ,  p o r q u e  a m e d i d a  que  l o s  mismoá^ i n ­
g r e s a n  son c o n s u m i d o s  p o r  l o s  m i c r o o r g a n i s m o s .
Como se  m e n c i o n ó  a n t e r i o r m e n t e ,  e l  CDA es de a n t i g u a  d a t a  
d e n t r o  d e l  campo de l a  B i o t e c n o l o g í a ,  p r i n c i p a l m e n t e  d e b i d o  a 
su g r a n  i n t e r é s  d e s d e  e l  p u n t o  de v i s t a  i n d u s t r i a l .  T a l  i n t e r é s  
h i z o  que  e l  CDA se  r e a l i z a s e  en f o r ma  e m p í r i c a  en b a s e  a una 
r u t i n a  p r e e s t a b l e c i d a  de a d i c i ó n  de me d i o  de c u l t i v o .
R e s u l t a  c l a r o  que  e s t e  mé t o d o  de o p t i m i z a c i ó n  de un CDA 
ad e ma s  de i n s u m i r  t i e m p o  p u e d e  l l e g a r  a s e r  muy c o s t o s o  c u a n d o  
de e s c a l a s  i n d u s t r i a l  o p l a n t a  p i l o t o  se  t r a t a .  E s t o  en modo 
■l guno s i g n i f i c a  que  e l  h e c h o  de c o n t a r  c on  un m o d e l o  ma t ema -  
' ¡ co  e l  p r o b l e m a  q u e d e  r e s u e l t o ,  s i n o  que  se  s i m p l i f i c a ,  ya que  
'•i im a b a s e  p a r a  r e a l i z a r  l a s  e x p e r i e n c i a s  o l a s  m o d i f i c a c i o n e s  
’ e c e s a r  ¡ e s  p a r a  a j u s t a r  e l  s i s t e m a .
D u r a n t e  b a s t a n t e  t i e m p o ,  d e s d e  l a  a p a r i c i ó n  d e l  t r a b a j o  de
' ' ' ?nod s o b r e  c u l t i v o  c o n t i n u o ^ ^  , una b u e n a  p a r t e  de l a  l i t e r a -
f u r a  r e f e r e n t e  a B i o t e c n o l o g í a  e s t u v o  d e d i c a d a  a l a  p r e s e n t a c i ó n
’ r> m o d e l o s  s o b r e  c u l t i v o  c o n t i n u o .  R e c i é n  en e s t o s ' ú 1 t i mo s a ñ o s
in c o m e n z a d o  a a p a r e c e r  mas f r e c u e n t e m e n t e  t r a b a j o s  s o b r e  c u l t i -
■ s d i s c o n t i n u o s  con  a l i m e n t a c i ó n ,  en s us  d i s t i n t a s  v a r i a n t e s .
Los  mas f r e c u e n t e s  son a q u e l l o s  en que  t a n t o  c a u d a l  como c o n c e n -
- ( 72 73 )t r a c i o n  de  n u t r i e n t e s  en l a  a l i m e n t a c i ó n  son c o n s t a n t e s  ’ ,
y e l  a g r e g a d o  s e  r e a l i z a  en f o r ma  i n i n t e r r u m p i d a .  En o t r o s  e l  
a g r e g a d o  es t a l  que  se m a n t i e n e  c o n s t a n t e  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de 
s u s t r a t o  l i m i t a n t e  en e l  c u l t i v o  o se  r e a l i z a n  a g r e g a d o s  s e g ú n  
una p o l í t i c a  p r e e s t a b l e c i d a ,  m e d i a n t e  una c o m p u t a d o r a  c o n e c t a d a  
a l  s i s t e m a  . E s t o s  r e q u i e r e n  e l  uso  de e q u i p o s  a l t a m e n t e
a u t o m a t  i z a d o s .
E n t r e  l o s  m o d e l o s  p r o p u e s t o s  se  c o n s i d e r a n  d i s t i n t a s  p o s i b i ­
l i d a d e s  de c o n d u c i r  un CDA,  a s í  po r  e j e m p l o  p u e d e  m a n t e n e r s e  
c o n s t a n t e  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  l i m i t a n t e  en l a  a l i m e n ­
t a c i ó n  m i e n t r a s  que  e l  c a u d a l  de a l i m e n t a c i ó n  p u e d e  s e r  l i n e a l  
o e x p o n e n c i a l ,  i n c l u y e n d o  e l  c a s o  de CDA r e p e t i d o ,  ( e s t o  e s :  
una v e z  que  s e  ha a l c a n z a d o  e l  v o l u m e n  f i n a l  , se  c o s e c h a  un
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v o l u m e n  de c u l t i v o  t a l  
c i a 1 m e n t e  se  t e n í a ,  y 
l a s  c o n d i c i o n e s  p a r a  1 
v ¡ d a d ( 7 6 ) .
que  n u e v a m e n t e  q u e d e  e l  v o l u m e n  que  i n i — 
s e  c o m i e n z a  un n u e v o  C DA ) y  e s t a b l e c i e n d o  
as  c u a l e s  se  o b t i e n e  l a  máx i ma p r o d u c t i -
E1 m o d e l o  CDA que  a q u í  se  p r o p o n e  t r a t a  de f i j a r  c r i t e r i o s  
t a l e s  que  p e r m i t a n  a c o p l a r  l a  demanda  de n u t r i e n t e s  p o r  p a r t e  
de l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  c on  e l  s u m i n i s t r o  a t r a v é s  de l a  a l i m e n ­
t a  c i o n .
La u t i l i z a c i ó n  de e s t e  m o d e l o  a demás  de su p o s i b i l i d a d  de 
a p l i c a c i ó n  a l a  o b t e n c i ó n  de p r o t e í n a s  u n i c e l u l a r e s  p r e s e n t a  
un c a r á c t e r  g e n e r a l  y c o n s t i t u y e  una c o n t r i b u c i ó n  a l  d e s a r r o l l o  
de l a  t e c n o l o g í a  de l o s  p r o c e s o s  f e r m e n t a t i v o s  po r  l o  que  l a s  
e x p e r i e n c i a s  e f e c t u a d a s  e s t á n  d i s e ñ a d a s  con  e l  ú n i c o  o b j e t o  de 
c o m p r o b a r  su v a l  i d e z  ( o c o m p o r t a m i e n t o ) .
T i p o s  de a l i m e n t a c i ó n :
E x i s t e n  d i v e r s a s  m a n e r a s  de a l i m e n t a r  un CDA,  s e g ú n  e l  c a u ­
d a l  de a l i m e n t a c i ó n  y l a  c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  l i m i t a n t e  en 
l a  a l i m e n t a c i ó n ,  v a r í e n  con e l  t i e m p o  o no .  P a r a  e j e m p l i f i c a r  
s ean  :
F = c a u d a l  de a l i m e n t a c i ó n
S D = c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  l i m i t a n t e  en l a  a l i m e n t a c i ó n  
K
P u e d e  o c u r r i r  q u e :
1) F y S D s e a n  c o n s t a n t e s .
K
2)  F = F ( 0  ) ( v a r i a b l e  en e l  t i e m p o ) ;  S D c o n s t a n t e
K
3)  S D = S D ( 0 )  ( v a r i a b l e  en e l  t i e m p o ) ;  F c o n s t a n t e
K K
'O F = F ( 0 )  y SR = S R (e)
Cada t i p o  de f e r m e n t a c i ó n  o r i g i n a  d e n t r o  d e l  t e r m e n t a d o r  un 
" P e r f i l  de c o n c e n t r a c i ó n "  e l  c u a l  pue d e  d e f i n i r s e  como l a  v a r i a
c i ó n  de  l a  c o n c e n t r a c  i ón  d e s u s t r a t o  1 i m i t a n t e  d e n t r o  d e 1 f e r m e n ­
t a  d o r en a u s e n c i a d e m i c r o o r g a n i s m o .
En l a  f i g u r a  10 p u e d e  o b s e r v a r s e  un e s que ma  de un CDA j u n t a ­
m e n t e  c o n  a l g u n o s  p e r f i l e s  de c o n c e n t r a c i ó n .
A)  5 = S o = c o n s  t a  n t e
B)  S = So + k 0 ( l i n e a l )
C) S = S 0 + k 0 ^ ( c u a d r á t i c o )
Donde  S Q= c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  en e l  f e r m e n t a d o r  en e l  i n s ­
t a n t e  de  c o m e n z a r  l a  a l i m e n t a c i ó n .
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F íg .  10. a) V a r i a c ió n  de volumen desde V0 ( i n i c i a l )  hasta V, en el fermentador,  
debido al ingreso de n u t r i e n t e s . -  b) D i s t i n t o s  p e r f i l e s  de concentrae  ión que
pueden ser  obten idos  modif icando la a l im en tac ió n  ( F ;  S ) .
K
S = Concentrac ión  de s u s t r a t o  l im i t a n t e  en el fermentador durante  la al imen- 
tac  i ón .
O b v i a m e n t e  son p o s i b l e s  i n f i n i t o s  t i p o s  de p e r f i l e s .  De l o s
que  se e j e m p l i f i c a r o n ,  e l  A es e l  más f á c i l  de o b t e n e r ,  b a s t a
con  h a c e r  S  ^ = S 0 , m i e n t r a s  que  p a r a  o b t e n e r  e l  p e r f i l  B ( l i n e a l )
es n e c e s a r i o ,  p a r a  F c o n s t a n t e ,  que  S ( 9 )  s e a  l i n e a l  a u n q u e ,
K
como se  m o s t r a r á  más a d e l a n t e ,  e s t a  s o l a  c o n d i c i ó n  no b a s t e .
En e l  p r e s e n t e  d e s a r r o l l o  se d e t a l l a r á  e l  c a s o  de un CDA 
con  c a u d a l  de a l i m e n t a c i ó n  c o n s t a n t e  y c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  
l i m i t a n t e  l i n e a l m e n t e  v a r i a b l e  en e l  t i e m p o ,  de ma n e r a  que en 
a u s e n c i a  de m i c r o o r g a n i s m o s  o r i g i n e  un p e r f i l  de c o n c e n t r a c i ó n  
1 i n ea 1 .
En p r i m e r  l u g a r  se e s t u d i a  cómo o b t e n e r  un p e r f i l  l i n e a l  y 
l u e g o ,  cómo a c o p l a r  l a  a l i m e n t a c i ó n  de s u s t r a t o  con  l a  demanda  
de d i c h o  s u s t r a t o  p o r  p a r t e  de l o s  m i c r o o r g a n i s m o s .
O b t e n c i ó n  de un p e r f i l  de c o n c e n t r a c i ó n  l i n e a l  
C o n d ¡ c  i o n e s  :
N o t a : e l  s u b í n d i c e  " ° "  i n d i c a  e l  v a l o r  i n s t a n t á n e o  de c u a l q u i e r  
v a r i a b l e  a l  c o m e n z a r  l a  a l i m e n t a c i ó n .
S i  d e s e a m o s  q u e :
S = S 0+ k0 ( 3 )
se  d e b e  e s t a b l e c e r  cómo de b e  s e r  S R ( 0 )  p a r a  que  l a  ec  . ( 3 )  se
c u m p l a .
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B a l a n c e  de m a t e r i a :
V e l o c i d a d  de 
a c u m u l a c  i on 
de s u s t r a t o
V e l o c i d a d  de 
s u m i n i s t r o  
de s u s t r a t o
E l  p r i m e r  m i e mb r o  de l a  e c .  ( k)  es  l a  d e r i v a d a  de un p r o d u c t o
La e c u a c i ó n  ( 8 )  m u e s t r a  que  p a r a  o b t e n e r  un p e r f i l  l i n e a l
con l a s  c o n d i c i o n e s  f i j a d a s  es n e c e s a r i o  que  S _ (©)  t a m b i é n  s e a
K
l i n e a l .  S i n  e m b a r g o  c a b e  a q u í  l a  s i g u i e n t e  c o n s i d e r a c i ó n :  un
S D ( 0 )  l i  n e a l  no g a r a n t i z a ,  po r  s í ,  un p e r f i l  l i n e a l .  En e f e c t o  R
s u p o n g a mo s  una  a l i m e n t a c i ó n  l i n e a l  c on  F = c o n s t a n t e .
s R ( e )  = a  + ce (10)
con A y C c o n s t a n t e s  c u a l e s q u i e r a .  
P o r  b a l a n c e  de m a t e r i a  s e  t e n d r á :
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R e s o l v i e n d o  e s t a  e c u a c i ó n  d i f e r e n c i a l  c on  l a  c o n d i c i ó n  i n i c i a l :  
S = S 0 c u a n d o  8 = 0 s e  o b t i e n e  e l  p e r f i l  de c o n c e n t r a c i ó n .
, = l  F ( C 8  + 2A 8)  + S 0 V 
2 V 0 + F8 OM
e l  c u a l  d i s t a  mucho de s e r  l i n e a l .  A h o r a  b i e n ,  s i  se  h a c e :
C = 2 K ; y ; A = + S OJ l a  e c u a c i ó n  ( 1 0 )  se
t r a n s f o r m a  en l a  ( 8 )  y ,  c o n s e c u e n t e m e n t e ,  l a  e c u a c i ó n  ( 1 4 )  se 
t r a n s f o r m a  en l a  ( 3 )  es  d e c i r :  S = S 0 + K 9 .
P o r  l o  t a n t o ,  no c u a l q u i e r  a l i m e n t a c i ó n  l i n e a l  g e n e r a  un
p e r f i l  l i n e a l .  Una f o r m a  más s i m p l e  de v e r  e s t o  es  p e n s a r  en l a
o b t e n c i ó n  de un p e r f i l  c o n s t a n t e  como e l  A de l a  f i g u r a  10.  En
t a l  c a s o  r e s u l t a  o b v i o  que  d e b e r á  s e r  S = S Q ( b a s t a  con  h a c e rK
k = 0 en l a  e c u a c i ó n  ( 8 ) )  ya  que  s i  po r  e j e m p l o ,  S D es  ma y o r  
que  S 0 , e l  p e r f i l  de c o n c e n t r a c i ó n ,  S ,  v a r i a r á  en e l  t i e m p o  y 
t enderá  as  i n t ó t  i c a m e n t e  a l  v a l o r  de S D .
En l a  p r á c t i c a ,  una  a l i m e n t a c i ó n  l i n e a l  s e  c o n s i g u e  m e d i a n t e  
un d i s p o s i t i v o  como e l  que  se  i l u s t r a  en l a  f i g u r a  11.  El  m i s mo ,  
f r e c u e n t e m e n t e  u t i l i z a d o  en t é c n i c a s  c r o m a t o g r á f  i c a s , c o n s i s t e
en dos r e s e r v o r i o s  que  f u n c i o n a n  a modo de v a s o s  c o m u n i c a n t e s ,  
e l  p r i m e r o  c o n t i e n e  me d i o  de c u l t i v o  más c o n c e n t r a d o  que  e l  
s e g u n d o ,  e l  c u a l  a su v e z  e s t á  a g i t a d o  y c o n e c t a d o  a una bomba 
que  e n v í a  e l  me d i o  de c u l t i v o  a l  f e r m e n t a d o r  .
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R e s o l v i e n d o  l a  d e r i v a d a  d e l  p r i m e r  mi e mb r o  de l a  e c u a c i ó n  
q u e d a  :
A m e d i d a  que  l a  bomba a s p i r a  me d i o  de l  r e s e r v o r i o  d i l u i d o  
i n g r e s a  me d i o  c o n c e n t r a d o  y en c o n s e c u e n c i a  l a  c o n c e n t r a c i ó n  
en e l  r e s e r v o r i o  d i l u i d o  a u me n t a  en f u n c i ó n  d e l  t i e m p o .
En l a  d e d u c c i ó n  que  s i g u e  se  s u p o n e  que  no e x i s t e  d i f u s i ó n  
e n t r e  l o s  r e s e r v ó n ’ os y que  é s t o s  son i d é n t i c o s  en c u a n t o  a 
d i á m e t r o  i n t e r n o .  A s i m i s m o  se  s u p o n e  que  l a  d e n s i d a d  de ambas  
s o l u c i o n e s  es  c o m p a r a b l e .
S  ^ = C o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  en e l  r e s e r v o r ¡ o  c o n c e n t r a t o  = c t e .  
Sp = S ^ ( 0 )  = C o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  en e l  r e s e r v o r i o  d i l u i d o
^C = V o l u me n  de me d i o  en e l  r e s e r v o r i o  c o n c e n t r a d o
Vp = V o l u m e n  de me d i o  en e l  r e s e r v o r i o  d i l u i d o .
La v a r i a c i ó n  de v o l u m e n  en e l  r e s e r v o r i o  c o n c e n t r a d o  e s t á  da da  p o r
En e l  r e s e r v o r i o  d i l u i d o  i n g r e s a  F  ^ y s a l e  F ,  l u e g o  l a  v a r i a c i ó n  
de v o l u m e n  s e r á
i r  -  F , - F
Además  en t o d o  moment o  s e  c u m p l e  q u e :
V^ = Vp p o r  l o  que  = > en b a s e  a e s t o ,  de
( 1 5 )  y ( 1 6 )  s u r g e  q u e :  F j  = 1/2 F ( 1 7 )  -
I n t r o d u c i e n d o  l a  e c u a c i ó n  ( 1 7 ) en l a  ( 1 6 )  e i n t e g r a n d o  e n t r e  
0 y 0 s e  o b t i e n e  l a  v a r i a c i ó n  de v o l u m e n  V q en f u n c i ó n  de l  
t i e m p o :
V D = V . D -  \ e ( 1 8 )
as  e c u a c i o n e s
Donde  V Qp es  e l  v o l u m e n  i n i c i a l  en e l  r e s e r v o r i o  d i l u i d o  q u e ,
p o r  s u p u e s t o ,  es  i g u a l  a l  d e l  c o n c e n t r a d o .
P a r a  o b t e n e r  l a  v a r i a c i ó n  de c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  en e l
r e s e r v o r i o  d i l u i d o  ( S ( 0 ) )  s e  d e b e  e f e c t u a r  un b a l a n c e  de m a t e r i aR
en d i c h o  r e s e r v o r i o .
A c u m u l a c i ó n  = i n g r e s o  - s a l i d a
R e o r d e n a n d o  l a  e c u a c i ó n  ( 2 0 )  e i n t r o d u c i e n d o  l a s  e c u a c i o n e s
(16) , (17) , (18) :
d s R (e)  f s R ( e )  f s c
----------------  + -------------------------- = --------------------------
de 2 ( v ° d" I  0) 2 (Vod'  i  0)
La c u a l  c o r r e s p o n d e  a una e c u a c i ó n  d i f e r e n c i a l  l i n e a l  de p r i m e r
o r d e n ,  c u y a  s o l u c i ó n  c on  l a  c o n d i c i ó n  i n i c i a l  S D ( 0 )  = S n 0
K D
c u a n d o  0 = 0 e s :
SR(0) = V  + 2 ¥ T 7  ( S C - SD°> 0 (22)
La e c u a c i ó n  (2 2) m u e s t r a  c l a r a m e n t e  que  con  un d i s p o s i t i v o  como 
e l  de l a  f i g u r a  s e  l o g r a  que  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  que  
i n g r e s a  a l  t e r m e n t a d o r  a u m e n t e  l i n e a l m e n t e  en e l  t i e m p o .  S i  
a h o r a  se  i mpone  l a  c o n d i c i ó n  de que  e s t a  a l i m e n t a c i ó n  g e n e r e  
a su v e z  un p e r f i l  de  c o n c e n t r a c i ó n  l i n e a l  d e b e r á  i g u a l a r s e  
m i e mb r o  a m i e m b r o  l a  e c u a c i ó n  ( 2 2 ) c on  l a  e c u a c i ó n  ( 8 ) ,  de d o nde  
r e s u l t a  q u e :
P o r  l o  t a n t o  s i  s e  c o n o c e n  k .  F ,  V 0 y V 0 p se  p u e d e n  c a l c u l a r  
S c y S p 0 t a l e s  que  o r i g i n e n  e l  p e r f i l  d e s e a d o .
D i s e ñ o  de  un CDA
C o r r e s p o n d e  a h o r a  i n c l u i r  a l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  en e l  b a l a n c e  de 
m a t e r i a  c o n s i d e r a n d o  que  é s t o s  c o n s u me n  una c i e r t a  f r a c c i ó n  de l  
s u s t r a t o  que  i n g r e s a  a l  f e r m e n t a d o r  de a c u e r d o  a l a s  c o n d i c i o n e s  
que  se  i m p o n g a n .
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3.  La d e n s i d a d  de l  c u l t i v o  en e l  t e r m e n t a d o r  y l a  d e l  m e d i o  de 
c u l t i v o  en l o s  r e s e r v o r  i os es  s e m e j a n t e .
B a l a n c e  de m a t e r i a  p a r a  e l  s u s t r a t o :
A c u m u l a c i ó n  = I n g r e s o  - c o ns umo
d ( s v ) 
d 0 F S R ( 0 ) con  sumo ( 2 7 )
La v e l o c i d a d  de c o ns umo  pue d e  e x p r e s a r s e  m e d i a n t e  l a  e c u a c i ó n  
( 2 6 )  s i n  c o n s i d e r a r  e l  s i g n o  n e g a t i v o  p o r q u e  é s t e  ya  f u e  i n c l u i d o  
en e l  b a l a n c e .
S i  i mponemos  a h o r a  l a  c o n d i c i ó n  de e s t a d o  e s t a c i o n a r i o   ^^ V  ^ = 0d 6
d ( x v )
de yF s R ( e) ( 2 9 )
Debe d e s t a c a r s e  que  se  e l i g i ó  l a  c o n d i c i ó n  
p o r  r a z o n e s  de s i m p l i c i d a d ;  i g u a l m e n t e  p o d r í a  h a b e r s e  i m p u e s t o  
l a  c o n d i c i ó n  = 0 o a l g u n a  o t r a ,  a l  menos t e ó r i c a m e n t e .
S i  s e  r e e m p l a z a  en l a  e c u a c i ó n  ( 2 9 )  e l  v a l o r  de S D ( 0 )  p r e v i a -  
m e n t e  h a l l a d o  ( e c .  ( 8 ) )  y s e  i n t e g r a  e n t r e  0 y 0
E s t a  e c u a c i ó n  r e s u l t a  i n t e r e s a n t e  p o r q u e  m u e s t r a  qüe  l a  c a n t i d a d  
t o t a l  de  b i o m a s a  ( x v )  no a u m e n t a  e x p o n e n c i  a 1me n t e  , como l o  h a r í a  
en un b a t c h ,  s i n o  s e g ú n  una f u n c i ó n  c u a d r á t i c a ,  es  d e c i r  que  de 
a l g ú n  modo l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  r e s p o n d e n  a l  t i p o  de a l i m e n t a c i ó n  
que  se  l e s  e s t á  s u m i n i s t r a n d o .  La e c u a c i ó n  ( 3 0 )  s e  p u e d e  e x p r e s a r  
t o t a l m e n t e  en f u n c i ó n  de 6 s i  s e  r e e m p l a z a  a v p o r  v 0+ F0 ( e c .
( 6 ) )  y d e s p e j a n d o  x.
P o r  o t r a  p a r t e  de l a  c o n d i c i ó n  de e s t a d o  e s t a c i o n a r i o  s u r g e  el  
v a l o r  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  d u r a n t e  e l  CDA.
o b i e n
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E s t a  c o n d i c i ó n  de e s t a d o  e s t a c i o n a r l o ,  o b i e n  l a  e c u a c i ó n  ( 3 2 ) ,  
e s t á  i n d i c a n d o  que  t o d o  e l  s u s t r a t o  que  i n g r e s a  a l  f e r m e n t a d o r  
es  c o n s u m i d o  p o r  l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  y a  que  l a  c a n t i d a d  t o t a l  
de s u s t r a t o  i n i c i a l  ( S 0v 0 ) p e r m a n e c e  c o n s t a n t e ;  o de o t r o  m o d o  ^
l a  c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  d i s m i n u y e  c o n f o r m e  a l a  e c u a c i ó n  
( 3 3 )  d e b i d o  a l  e f e c t o  de d i l u c i ó n  que  c a u s a  e l  i n g r e s o  de me d i o  
de c u l t i v o  a l  f e r m e n t a d o r .
L a s  e c u a c i o n e s  ( 3 1 )  y ( 3 3 )  p r e d i c e n  e l  v a l o r  i n s t a n t á n e o  de 
l a  c o n c e n t r a c i ó n  de  b i o m a s a  y de s u s t r a t o  l i m i t a n t e  d u r a n t e  e l  
CDA.  C o r r e s p o n d e  a h o r a  a c o p l a r  l a  demanda  de s u s t r a t o  con el  
s u m i n i s t r o .
Del  b a l a n c e  de m a t e r i a  s u r g í a  que  ( e c .  ( 2 9 ) )
d ( x v ) 
d0 = y F s R (e)  (29)
S i  s e  r e e m p l a z a  S ( 0 )  p o r  l a  e c u a c i ó n  ( 8 )K
d ( x v ) 
d9 = y F ( S 0 + B + 2k 0)
E s t a  e c u a c i ó n  t a m b i é n  se  de b e  c u m p l i r  a t i e m p o  c e r o ,  es  d e c i r
I n t r o d u c i e n d o  l a  e c u a c i ó n  ( 3 5 )  en l a  e c u a c i ó n  ( 3*0 y r e c o r d a n d o
□ v c k que  B = —-—
De d o n d e  r e s u l t a  q u e :
F i n a l m e n t e  l a  e c u a c i ó n  ( 3 6 )  r e l a c i o n a  p a r á m e t r o s  l i g a d o s  a l a  
a l i m e n t a c i ó n  de s u s t r a t o  ( k ,  F)  c o n  l o s  i n h e r e n t e s  a l  m i c r o o r -
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g a n i s m o  ( u 0 , y )  y a 1 a s con d i c i o n e s  d e l  b a t c h  en e l  I n s t a n t e  
de c o m e n z a r  e l  CDA ( x Q , v 0 , S G ) .  Todo  p a r  de v a l o r e s  ( k ,  F)
que  s a t i s f a g a n  l a  e c u a c i ó n  ( 3 6 )  d a r á  l u g a r ,  a l  menos  en t e o r í a ,  
a una  p e n d i e n t e  I n i c i a l  de c r e c i m i e n t o  i g u a l  a u 0 x 0 v ° •
En b a s e  a e s t a s  c o r r e l a c i o n e s  e l  d i s e ñ o  d e l  CDA r e s u l t a  
muy s i m p l e :
1. M e d i a n t e  l a  e c u a c i ó n  ( 3 6 )  se  c a l c u l a  un p a r  de v a l o r e s  k ,  F .
2.  A p a r t i r  de d i c h o s  v a l o r e s  ( K y F ) y m e d i a n t e  l a s  e c u a c i o n e s
( 2 3 )  y ( 2 4 )  se  d e t e r m i n a n  S  ^ y S p a r a  un v a l o r  de Vo- d a d o .D o c u
O t r a  f o r m a  de e n c a r a r  e l  d i s e ñ o  es  l a  s i g u i e n t e :
DATOS:  C o n o c i d o s  l o s  v a l o r e s  x Q , v 0 , S Q, u Q , y ,  x p , v  ^ ; de  l o s
c u a l e s  l o s  c i n c o  p r i m e r o s  c a r a c t e r i z a n  a l  b a t c h  en e l  momento 
de c o m e n z a r  e l  CDA y l o s  dos  ú l t i m o s  se  f i j a n  a v o l u n t a d  s e g ú n  
l a s  p o s i b i l i d a d e s  d e l  t e r m e n t a d o r  en e l  que  se  r e a l i z a  e l  c u l ­
t i v o ;  es  d e c i r  que  e l  v o l u m e n  f i n a l ,  v , se  e l e g i r á  de a c u e r d o  
a l a s  d i m e n s i o n e s  d e l  t e r m e n t a d o r  ( v o l u m e n  ú t i l )  y x .^ ( c o n c e n ­
t r a c i ó n  f i n a l  de b ¡ o m a s a )  de a c u e r d o  a l a  c a p a c i d a d  de t r a n s ­
f e r e n c i a  de C>2 d e l  e q u i p o  ( s u p o n i e n d o  un c u l t i v o  a e r o b i o )  o 
a l g u n a  o t r a  r e s t r i c c i ó n .
I N C O G N I T A S :  k ,  F ,  0^.. Donde 0^ . r e p r e s e n t a  e l  t i e m p o  que  d u r a r á  
e l  CDA m e d i d o  d e s d e  e l  i n s t a n t e  en que  se c o me nzó  e l  a g r e g a d o  
de n u t r í  e n t e s .
P a r a  c a l c u l a r  l a s  t r e s  i n c ó g n i t a s  s e  r e q u i e r e n  t r e s  e c u a c i o ­
nes  i n d e p e n d i e n t e s .
P o r  ( I I I ) :  F 0 f = v f - v 0 = & v  ( V)
R e e m p l a z a n d o  F0^- en l a  e c u a c i ó n  ( I V )
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M u l t i p l i c a n d o  y d i v i d i e n d o  e l  t e r c e r  m i e mb r o  de l a  i z q u i e r d a  
p o r  0^ r e s u l t a :
M u l t i p l i c a n d o  l a  ( l l )  po r  0 p y d e s p e j a n d o  0 p 
e f  = ( k e f + F 0 f so ) y
V O U O X O
P u e s t o  que  s e  c o n o c e n  F 0p ( e c u a c i ó n  ( V ) )  y k 0p ( e c u a c i  5 n ( VI  1 ) ) 
s e  p u e d e  c a l c u l a r  0 p y con  é s t e  k y F .  C o n o c i d o s  k y F se  d i s e ñ a  
l a  a l i m e n t a c i ó n  n e c e s a r i a  m e d i a n t e  l a s  e c u a c i o n e s  ( 2 3 ) y ( 2 * 0 ,  
t e n i e n d o  en c u e n t a  q u e  V 0  ^ = 1/2 ( v p - v j .
D e t e r m i n a c i ó n  d e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r :
P a r a  d e t e r m i n a r  e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  d u r a n t e  un CDA se 
d e b e  t e n e r  en c u e n t a  que  c o n s t a n t e m e n t e  i n g r e s a  a l  f e r m e n t a d o r  
me d i o  de c u l t i v o .
S e g ú n  e l  b a l a n c e  de m a t e r i a ,  e c u a c i ó n  ( 2 8 ) :
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S i  l a  c o n d i c i ó n  de e s t a d o  e s t a c i o n a r i o  se  c u m p l i ó  d u r a n t e  e l  
CDA,  es  e v i d e n t e  que  S^-v .^ = S 0v 0 ; con l o  c u a l  l a  e c u a c i ó n  ( 3 7 )  
se  r e d u c e  a :
En c a s o  c o n t r a r i o ,  p a r a  l o s  f i n e s  de l  c á l c u l o ,  de be  s e r  c o n s i ­
d e r a d a  l a  d i f e r e n c i a .  En c u a l q u i e r  c a s o  l a  c a n t i d a d  t o t a l  de 
s u s t r a t o  a d i c i o n a d o  e s t á  da da  p o r :
J 0
S i  f u e r o n  a d i c i o n a d o s  l a  t o t a l i d a d  de l o s  v o l ú m e n e s  de l o s  
r e s e r v o r i o s ,  p u e s t o  que  s e  c o n o c e  l a  c o n c e n t r a c i ó n  y e l  v o l u m e n  
i n i c i a l  de  l o s  m i s m o s ,  no h a y  p r o b l e m a  en c a l c u l a r  e l  r e n d i m i e n t o .  
S i  l o s  r e s e r v o r i o s  no f u e r o n  c o n s u m i d o s  en su t o t a l i d a d ,  se 
de be  m e d i r  ( o  c a l c u l a r  en b a s e  a F ) e l  v o l u m e n  y l a  c o n c e n t r a c i ó n  
( d e l  d i l u i d o ,  ya  que  l a  de l  c o n c e n t r a d o  es  c o n s t a n t e )  y en b a s e  
a e s t o  r e a l i z a r  l o s  c á l c u l o s  p e r t i n e n t e s .
NOMENCLATURA 
0 = T i e mp o
x = C o n c e n t r a c i ó n  de b i o m a s a  ( p / v )
S = C o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  en el  f e r m e n t a d o r  ( p / v )
S ( 0 )  = C o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  en l a  a l i m e n t a c i ó n  ( p / v )
°  ^  - 1 
u = V e l o c i d a d  e s p e c í f i c a  de c r e c i m i e n t o  (h )
v = V o l u me n  d e n t r o  d e l  f e r m e n t a d o r  ( 1 )
y = R e n d i m i e n t o  c e l u l a r
Vp= V o l u m e n  en e l  r e s e r v o r i o  d i l u i d o  ( 1 )
S = C o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  en e l  r e s e r v o r i o  c o n c e n t r a d o  ( p / v )  
c
s n = s D ( e )  C o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  en e l  r e s e r v o r i o  d i l u i d o  ( p / v )  
D K
S u b í n d i c e  0 = I n d i c a  e l  v a l o r  de c u a l q u i e r  v a r i a b l e  a l  c o m e n z a r  
l a  a l i m e n t a c i ó n .
S u b í n d i c e  f  = I n d i c a  e l  v a l o r  de c u a l q u i e r  v a r i a b l e  a l  f i n a l i z a r
l a  a l i m e n t a c i ó n .
F = C a u d a l  de a l i m e n t a c i ó n  ( v / t )  
k = C o n s t a n t e  (- — -— -)
, B ,  C,  G = C o n s t a n t e s .
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E X P E R I E N C I A S  DE C U L T I V O S  D I S C O N T I N U O S  A U M E N T A D O S
R e s u l t a d o s  y D i s c u s i ó n
V a l i d e z  de l a s  e c u a c i o n e s  p r o p u e s t a s
Se  r e a l i z a r o n  e n s a y o s  con  e l  f i n  de c o m p r o b a r  l a  v a l i d e z  de 
l a s  e c u a c i o n e s  p r o p u e s t a s  en l o  r e f e r e n t e  a l a  v a r i a c i ó n  de l a  
c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  l i m i t a n t e  en e l  c a u d a l  de a l i m e n t a c i ó n  
y en el  t e r m e n t a d o r .  A t a l  f i n  se u t i l i z ó ,  po r  s i m p l i c i d a d ,  e l  
c o l o r a n t e  r o j o  c o n g o  como " s u s t r a t o  l i m i t a n t e "  c u y a  c o n c e n t r a ­
c i ó n  p u e d e  s e r  d i r e c t a m e n t e  e v a l u a d a  po r  d e t e r m i n a c i ó n  de l a  
a b s o r b a n c  i a . En e s t e  c a s o  se  u t i l i z ó  una l o n g i t u d  de onda  de 
5 ^  nm. y se  e s t a b l e c i ó  que  p a r a  m e d i d a s  de a b s o r b a n c i  a m e n o r e s  
que  0 , 71  l a  s o l u c i ó n  a c u o s a  d e l  c o l o r a n t e  c u m p l e  c on  l a  L e y  de 
L a m b e r t  - B e e r .  No se  e n s a y a r o n  c o n c e n t r a c i o n e s  m a y o r e s ,  po r  
l o  que  t o d a  m u e s t r a  c on  ma y o r  c o n c e n t r a c i ó n  f u e  c o n v e n i e n t e m e n t e  
d i l u i d a  de m a n e r a  que  su v a l o r  de a b s o r b a n c i a  se  e n c o n t r a s e  
d e n t r o  de l  r a n g o  e s t a b l e c i d o .
Como r e s e r v o r i o s  se  u t i l i z a r o n  dos  r e c i p i e n t e s  de un l i t r o  
de c a p a c i d a d  con  s a l i d a  l a t e r a l  en l a  b a s e .  El  r e s e r v o r i o  d i l u i d o  
f u e  a g i t a d o  m e d i a n t e  un a g i t a d o r  m a g n é t i c o .  Los  f r a s c o s  se  
c o n e c t a r o n  a l  f e r m e n t a d o r  m e d i a n t e  una bomba p e r i s t á l t i c a  de 
c a u d a l  r e g u l a b l e .  En t o d o s  l o s  c a s o s  se t o m a r o n  m u e s t r a s  s i m u l ­
t á n e a s  a i n t e r v a l o s  r e g u l a r e s  de l  r e s e r v o r i o  d i l u i d o  y d e l  f e r ­
m e n t a d o r  c on  e l  o b j e t o  de d e t e r m i n a r  e x p e r i m e n t a l m e n t e  S ( 9)  
y e l  p e r f i l  de c o n c e n t r a c i ó n  S r e s p e c t i v a m e n t e .
1) Se  d i s e ñ ó  una a l i m e n t a c i ó n  con  l a s  s i g u i e n t e s  c o n d i c i o n e s :  
So = 0 UDO ( u n i d a d e s  de d e n s i d a d  ó p t i c a )
V o D = 0 , 7 5  1 
v 0 = 0 , 5  1
k = 0 , 2 2  UPO B = Vok = 0 3 2
h -----
F ■ 0 - 3 1' F
En b a s e  a e s t o s  d a t o s ,  m e d i a n t e  l a s  e c u a c i o n e s  ( 2 3 )  y ( 2*0
s u r g e  que  S p D = 0 , 3 2  UDO
S = 2 , 2 6  UDO c
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En l a  f  i g . 12
c l o n  de l  t i e m p o ,  
a j u s t a n  muy b i en
se  o b s e r v a n  l a s  g r á f i c a s  de S R ( 0 ) y S en f u n -  
En ambos c a s o s  l o s  v a l o r e s  e x p e r i m e n t a l e s  se  
con l a s  r e s p e c t i v a s  r e c t a s  c u y a s  e c u a c i o n e s  s o n .
E x p e r i m e n t a l  
( c u a d r a d o s  m í n i m o s )
s R ( e )  = 0,31** + 0 , 4 2 7  e
S = 0 , 2 0 2  0 - 0 , 0 0 8
I I )  Se  d i s e ñ o  o t r a  a l i m e n t a c i ó n  
a n t e r i o r e s .  En e s t e  c a s o :
Teó  r i co
S D = 0 , 3 2  + 0 , 4 4  0 
K
S = 0 , 2 2 0
m o d i f i c a n d o  l a s  c o n d i c i o n e s
S o = 0 , 0 5  UD0
V ° D = 0 , 7 5  1
v 0 = 0 , 5  1
k = 0 , 0 7 7  UPO
h
F = 0 , 1 2 3  ¿
B = 0 , 31
N u e v a m e n t e  se  u t i l i z a n  
l a  c o n c e n t r a c i ó n  en e l
l a s  e c u a c i o n e s  ( 2 3 )  y ( 2 4 )  p a r a  c a l c u l a r  
r e s e r v o r i o  d i l u i d o  y en e l  c o n c e n t r a d o
S Do = 0 , 3 6  UD0
S = 2 , 2 6  UDD c
En l a  f i g u r a  ( 1 3 )  se  o b s e r v a n  l a s  g r á f i c a s  de S D ( 0 )  y S son 
s i m i l a r e s  a l  c a s o  a n t e r i o r  p e r o  c on  d i s t i n t a s  p e n d i e n t e s .
E x p e r  i m e n t a 1 T e ó r i c o
( c u a d r a d o s  m T n i rnos )
s R ( e )  = 0,3*16 + 0 , 1 6 5  e s R ( e )  = 0 , 3 6  + 0,15*1 9
s = 0 , 0 5 3  + 0,07*1 e s = 0 , 0 5 0  + 0 , 0 7 7  e
Se  d e b e  n o t a r  que  t a n t o  en l a  e x p e r i e n c i a  I como en l a  I I  se 
c u m p l e  q ue  l a  p e n d i e n t e  de l a  r e c t a  S ( 9 )  V t i e m p o  es  a p r o x  ¡ - 
ma d a me n t e  e l  d o b l e  que  l a  c o r r e s p o n d i e n t e  a S V  ^ t i e m p o  en c a d a  
c a s o ,  l o  c u a l  se  a j u s t a  a l o  que  e s t a b l e c e  l a  t e o r í a .
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V a r i a c i ó n  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  en e l  r e s e r -  
v o r i o  d i l u i d o  ( a )  y en e l  t e r m e n t a d o r  ( b )  c o r r e s p o n ­
d i e n t e s  a l a  e x p e r i e n c i a  I .  k = 0 , 2 2  UDO/ h;  F = 0 , 3 ^ 0
- 8 0 -
F i g u r a  1 3 : V a r i a c i ó n  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  en el  r e s e r v o r i o  
d i l u i d o  ( C)  y en e l  f e r m e n t a d o r  ( d )  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l a
e x p e r i e n c i a  I I .  k = 0 , 0 7 7  UDO/ h,  F = 0 , 1 2 3  l / h .
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^' gura 14:  V a r i a c i ó n  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  en el  r e s e r v o r  ¡o
d i l u i d o  ( e )  y en e l  f e r m e n t a d o r  ( f )  c o r r e s p o n d i e n t e  a l a  
e x p e r i e n c i a  I I I .  F = 0 , 3 ^  1/h.
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I I I )  F i n a l m e n t e ,  y c o n t r a s t a n d o  c on  l o s  c a s o s  a n t e r i o r e s ,  se  
r e a l i z o  una e x p e r i e n c i a  en l a  que  e x p r o f e s o  no se  u t i l i z ó  
n i n g ú n  c r i t e r i o  p a r a  d i s e ñ a r  l a  a l i m e n t a c i ó n ,  c on  e l  o b j e t o  de 
v e r i f i c a r  l a  e c u a c i ó n  ( 1*4) .
L a s  c o n d i c i o n e s  f u e r o n  l a s  s i g u i e n t e s :
S = *4,0 UDO c ’
S Do = 2 , 1  UDO 
v 0= 0 , 51  
So = 0 UDO
F ¿  
V o D = 0 , 7 5  1 .
En l a  f i g u r a  1*4 se  o b s e r v a n  l a s  g r á f i c a s  de S D ( 0 )  y S .  En l a  
p r i m e r a ,  i g u a l  que  en c a s o s  a n t e r i o r e s  l o s  d a t o s  e x p e r i m e n t a l e s  
s e  a j u s t a n  a una r e c t a :
E x p e r  i m e n t a l  T e ó r i c o  ( e c u a c i ó n  ( 2 2 ) )
( m í n i m o s  c u a d r a d o s )
S R ( 0 )  = 2 , 0 7  + 0 , 4 8  0 S R ( 0 )  = 2 , 1  + 0 , 4 4  0
En c a m b i o  e l  p e r f i l  de c o n c e n t r a c i ó n ,  S d e j a  de s e r  l i n e a l  
y s e  a p r o x i m a  más b i e n  a l  v a l o r  d a do  po r  l a  e c u a c i ó n  ( 1 4 ) .
E l  h e c h o  de que  e l  p e r f i l  o b t e n i d o  en e s t e  c a s o  no s e a  l i n e a  
se  p u e d e  e x p l i c a r  d e l  s i g u i e n t e  modo:  T a l  como se  e s t a b l e c i ó  
a n t e r i o r m e n t e  e l  c o e f i c i e n t e  a n g u l a r  de S ( 0)  es  i g u a l  a 2 k 
( 0 , 4 4  en e s t e  c a s o )  s i e n d o  k e l  c o e f i c i e n t e  a n g u l a r  de l  p e r f i l
de a l  i m e n t a c í ó n  que  se  d e s e a  o b t e n e r .  P e r o  además  e x i s t e  o t r a
c o n d i c i ó n  que  se  d e b e  c u m p l i r  p a r a  que  e s t o  s u c e d a ,  y d i c h a  
c o n d i c i ó n  q u e d a  e x p r e s a d a  po r  l a  e c u a c i ó n  ( 2 3 ) :
S D„ = s 0 + ^  ( 2 3 )
En b a s e  a l o s  d a t o s  ( c o n  k = 0 , 2 2 )  e s :  S Q+ V p = 0 , 3 2 ;  p e r o  e
v a l o r  de S u s a d o  f u e  de 2 , 1 .  Es'  d e c i r  que  p a r a  o b t e n e r  un
r f i l  l i n e a l  ( c o n  k = 0 , 2 2 )  se  t e n d r í a  que  h a b e r  u t i l i z a d o u npe
S Do= 0 , 3 2  y con  e s t e  v a l o r ,  m e d i a n t e  l a  e c u a c i ó n  (2 *0  s u r g e  un
v a l o r  de S = 2 , 2 6 ,  es  d e c i r  l a s  mi s ma s  c o n d i c i o n e s  que  en l a  c
e x p e r i e n c i a  I .
E s t a s  e x p e r i e n c i a s  m u e s t r a n  c l a r a m e n t e  que  m e d i a n t e  l a s
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e c u a c i o n e s  ( 2 3 )  y ( 2 A ) se  p u e d e  d i s e ñ a r  una a l i m e n t a c i ó n  t a l  
que  g e n e r e  e l  p e r f i l  de c o n c e n t r a c i ó n  d e s e a d o .
Api  i c a c i ó n d e 1 C D A a l  c u l t i v o  de m i c r o o r g a n i s m o s .
—  —
En b a s e  a l a s  e c u a c i o n e s  v i s t a s ,  p a r a  r e a l i z a r  un CDA de 
a c u e r d o  a l  m o d e l o ,  se  de be n  c o n o c e r  con c i e r t a  a p r o x i m a c i ó n  
l o s  v a l o r e s  de u OJ x 0 , S 0 e y p r o v e n i e n t e s  de b a t c h  a n t e r i o r e s .
D u r a n t e  un c u l t i v o  en b a t c h  e l  v a l o r  de u v a r í a ,  y s ó l o  
p e r m a n e c e  c o n s t a n t e  d u r a n t e  l a  f a s e  de c r e c i m i e n t o  e x p o n e n c i a l ,  
d o n d e  a d e má s  s e  p u e d e  e v a l u a r  con f a c i l i d a d ;  po r  l o  t a n t o  en 
l a s  e x p e r i e n c i a s  que  s i g u e n  se  t r a t ó  de c o m e n z a r  e l  a g r e g a d o  
de n u t r i e n t e s  c u a n d o  e l  c u l t i v o  e s t u v o  aun en e s a  f a s e .
Con r e s p e c t o  a x D ( p e s o  s e c o  po r  u n i d a d  de v o l u m e n )  se e s t i m ó  
en b a s e  a a b s o r b a n c i a  c o n o c i e n d o  de a n t e m a n o  una c o r r e l a c i ó n  
e n t r e  ambos  v a l o r e s .  Con e s t e  v a l o r  de x 0 se  s u p u s o  un c i e r t o  
v a l o r  de S 0 t e n i e n d o  en c u e n t a  l o s  d a t o s  o b t e n i d o s  en b a t c h  
a n t e r i o r e s .  P u e s t o  que  t a n t o  e l  v o l u m e n  de c u l t i v o  ( v Q) como
e l  de l o s  r e s e r v o r i o s  ( V 0 , y V 0 ) i n t e r v i e n e n  en l o s  c á l c u l o s ,d c
se  t u v o  e s p e c i a l  c u i d a d o  de c o n s i d e r a r  l a s  p é r d i d a s  po r  e v a p o ­
r a c i ó n  d u r a n t e  l a  e s t e r i l i z a c i ó n ,  l a s  c u a l e s  r e s u l t a r o n  s e r  de l
o r d e n  d e l  1%.  P o r  t a l  m o t i v o  se  c o m p l e t ó  en c a d a  c a s o  e l  v o l u m e n  
con H^O e s t é r i l .
E l  d i s e ñ o  de l a s  e x p e r i e n c i a s  s e  r e a l i z ó  de a c u e r d o  a l a  m e t o ­
d o l o g í a  ya  v i s t a ,  y en c a d a  c a s o  s e  b u s c a r o n  e x p r o f e s o  c o n d i c i o n e s  
d i f e r e n t e s  a f i n  de p r o b a r  l a  v e r a c i d a d  de l  m o d e l o .
T o d o s  l o s  c u l t i v o s  s e  r e a l i z a r o n  en f e r m e n t a d o r e s  New B r u n s w i c k  
de 7 1. de c a p a c i d a d  a 3 0 ° C .  Los  i n ó c u l o s  f u e r o n  p r e p a r a d o s  s e g ú n
se e s t a b l e c e  en m a t e r i a l e s  y m é t o d o s .
E X P E R I E N C I A  I
E l  c u a d r o  X X V I I  r e s u me  l o s  r e s u l t a d o s  de l a  e x p e r i e n c i a  y en 
l a  f i g u r a  ( 1 5 )  p u e d e n  o b s e r v a r s e  l a s  c u r v a s  de c r e c i m i e n t o  y 
c o ns umo  de s u s t r a t o  c o m p a r a d a s  c on  l a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  c u r v a s  
t e ó r i c a s ,  l a s  c u a l e s  f u e r o n  c a l c u l a d a s  con l o s  v a l o r e s  que  
r e a l m e n t e  se  t u v i e r o n  a l  c o m e n z a r  el  CDA como a s i  t a m b i é n  e l  
r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  que  s u r g i ó  d e l  mi s mo .  Con r e s p e c t o  a é s t e ,  se  
c a l c u l ó  en b a s e  a l a  e c u a c i ó n  ( 3 7 )  c o n  S R ( 9 )  s e g ú n  l a  e c u a c i ó n  ( 2 2 ) .
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C u a d r o  XXV I I
V a l o r e s  t e ó r i c o s  y e x p e r i m e n t a l e s  de un c u l t i v o  d i s c o n t i n u o  a l i m e n ­
t a d o  e m p l e a n d o  una c e p a  de K.  f r á g i l  í s .
1 n i c i a 1 Di s e ñ o F i n a l
Teór i c í ^ Exper im(2) (3)T eó r ico P . wExperim. Teór i c f f l c . (6) Experim.
X0(g/1 ) 0,8 0,85 F(1/h) 0,200 0,206” “ Xf (g/1) 3,11 3,5
So (g/1 ) 2,0 M 3 k g. 1 0,45 g 0,55 Sf ( g / l ) 0,6 0,0
h 1 .h r
V„ ( l )  
u „ (h  ' )
1,5 1,5 %  ( , ) 0,75 1 0,75 Vf ( D 2,82 2,70
0,45 0,45 Sc (g/1 ) 12,1 12,7
y 0,50 0,66 S Do (g/1 ) 5,** M
Medio A: ( g / 1 ) :  Lac tosa  6 ,0 ;  SO^Mg.yH^O 0 , 2 ;  PO^HK^ 1,25; Acido c í t r i c o  monohidra- 
tado 0 ,55;  E x t r a c t o  de levadura  2 ,0 ;  T r ip to sa  1,5 ;  pH 5,7 - 5,5- 
A g i t a c ió n :  700 r . p . m . ;  A i r e a c i ó n :  2 1/min. ( 2 ) ,  ( 4 ) ,  (6) v a lo r e s  exper imenta les  
( l )  Datos tomados de batch a n t e r i o r e s ,  (3) Parámetros c a l c u la d o s  en base a ( l )  
ap l i c an d o  el modelo;  (5)  Va lo re s  c a l c u la d o s  en base a (2) y ( 4 ) ;  El V^ experimen­
ta l  es a lgo  menor que el  t e ó r i c o  debido a la toma de muestras ;  Corresponde 
al promedio de no menos de c in co  de term inac iones  r e a l i z a d a s  durante  el CDA.
En l a  f i g u r a  l 6 ( a )  s e  o b s e r v a  l a  g r á f i c a  de l n x  V s t i e m p o ,  
c o r r e s p o n d i e n t e  a l a  e t a p a  p r e v i a  de b a t c h .  Los  v a l o r e s  se a j u s ­
t a n  a una r e c t a  c u y a  p e n d i e n t e  c o r r e s p o n d e  a u Q = 0 , ^ 5  h  ^ y 
e s t o  s i g n i f i c a  que  e l  c u l t i v o  aún e s t a b a  en f a s e  e x p o n e n c i a l  en 
e l  momento  de c o m e n z a r  l a  a l i m e n t a c i ó n .
En l a  f i g u r a  16 ( b )  s e  o b s e r v a  l a  g r á f i c a  de S ( 0)  V s t i e m p o ,  
es d e c i r  l a  v a r i a c i ó n  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de l a c t o s a  en e l  r e s e r -  
v o r i o  d i l u i d o .  S i  b i e n  ya se  ha m o s t r a d o  a n t e r i o r m e n t e  l a  c o n c o r ­
d a n c i a  e n t r e  e l  c o m p o r t a m i e n t o  de l o s  r e s e r v o r i o s  y l a s  c o r r e s ­
p o n d i e n t e s  e c u a c i o n e s ,  s e  a p r o v e c h ó  l a  e x p e r i e n c i a  p a r a  v e r i f i c a r  
una v e z  más l a s  m i s m a s .
Los  p u n t o s  de l a  f i g u r a  se a j u s t a n  a una r e c t a  c u y a  e c u a c i ó n  
es  ( m í n i m o s  c u a d r a d o s ) :
S ( e )  = ¿4,71 + 1 , 08 0
R
T a l  como se  e s t a b l e c i ó  a n t e r i o r m e n t e ,  e l  c o e f i c i e n t e  a n g u l a r  
de l a  mi sma c o r r e s p o n d e  a 2 K;  l u e g o  s u r g e  que  K = 0 , 5 ^ .
-85-
F i g u r a  15:  C r e c i m i e n t o  de K. f r a g i l i s  y c o ns umo  de l a c ­
t o s a  en un c u l t i v o  d i s c o n t i n u o  a l i m e n t a d o .  La 
f l e c h a  i n d i c a  e l  i n s t a n t e  en que  c o me n z ó  l a  
a l i m e n t a c i ó n .  ( # )  C o n c e n t r a c i ó n  de m i c r o o r g a ­
n i s m o s  e x p e r i m e n t a l ;  ( O)  c o n c e n t r a c i ó n  de m i c r o ­
o r g a n i s m o s  t e ó r i c a ;  (A) c o n c e n t r a c i ó n  de l a c t o s a  
e x p e r i m e n t a l ;  ( A ) c o n c e n t r a c i ó n  de l a c t o s a  t e ó r i  
Me d i o  de c u l t i v o  A.  A e r a c i ó n  2 1 / m i n ;  a g i t a c i ó n
700 RPM.
c a .
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F i g u r a  16 a :  C á l c u l o  de u Q de K.  f r á g i l  i s  en l a
e t a p a  de b a t c h  ( v a l o r e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  
a l a  f i g . 1 5 ) .
V a r i a c i ó n  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de l a c t o s a  
en e l  c a u d a l  de a l i m e n t a c i ó n  c o r r e s p o n d i e n t e  
a l a  e x p e r i e n c i a  I ( f i g .  1 5 ) .
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P o r  o t r a  p a r t e  s e g ú n  l a  e c u a c i ó n  ( 2*0  e s :
y r e e m p l a z a n d o  en l a  mi sma l o s  v a l o r e s  e x p e r i m e n t a l e s  de F , V 0  ^ , 
 ^ ^D°  r e s u ^ t a  K = 0 , 5 5  que  e s t á  en t o t a l  c o n c o r d a n c i a  con  e l  
a n t e r i o r ;  p o r  l o  t a n t o  c o n o c i e n d o  d i c h o s  v a l o r e s  se  p u e d e  c a l c u ­
l a r  K.
C á l c u l o  d e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r :
S e g ú n  e l  m o d e l o ,  e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  e s t a  d a do  po r  l a  e c u a ­
c i ó n  ( 3 7 )  c on  S ( 9)  s e g ú n  l a  e c u a c i ó n  ( 2 2 ) ,  y a p l i c a n d o  e s t e  mé t o d o  
r e s u l t a  Y = 0 , 6 8 .  Los  l í m i t e s  de i n t e g r a c i ó n  f u e r o n  e n t r e  0 y 
6 ,5  h o r a s ,  ya que  no se  a d i c i o n a r o n  l a  t o t a l i d a d  de l o s  r e s e r v o r i o s .  
E s t e  r e s u l t a d o  s e  p u e d e  v e r i f i c a r ,  i n d e p e n d i e n t e m e n t e  de l a  v a l i ­
de z  de l  m o d e l o ,  s i  s e  c o n o c e n  ( a d e má s  de l o s  d a t o s  e x p e r i m e n t a l e s  
d e l  c u a d r o  ( a )  ) e l  v o l u m e n  de me d i o  de c u l t i v o  r e m a n e n t e  de c a d a
r e s e r v o r i o  y l a s  r e s p e c t i v a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de L a c t o s a .
E l  c u a d r o  X X V I I I  r e ú n e  l o s  d a t o s  n e c e s a r i o s  p a r a  d e t e r m i n a r  e l  
r e n d i m i e n t o  c e l u l a r .
C u a d r o  XXV I I I
C o n d i c i o n e s  i n i c i a l e s  y f i n a l e s  d e l  CDA.
I N I C I A L  F I  NAL
X ( g / 1 ) 0 ,8 3 , 5
s ( g / 1 ) U 3 0
V ( 1 ) 1 ,5 2 ,82
V ’ > 0 , 7 5 0 , 0 5 0 *
v c ( 1 ) 0 , 7 5 0 ,0 8 0  *
S D
4 , 6 11 ,1
S c ( g/1  ) 1 2 , 7 1 2 , 7
* La p e q u e ñ a  d i f e r e n c i a  de v o l u m e n  e q u i v a l e n t e  a una d i f e r e n c i a  
de a l t u r a ,  es  a t r i b u í b l e  a l a  p é r d i d a  de c a r g a  a t r a v é s  de l a  
c o n e x i ó n  e n t r e  ambos r e s e r v o r i o s .
E l  t o t a l  de s u s t r a t o  c o n s u m i d o  e s t á  da do  p o r :
- 8 8 -
S u s t .  c o n s u m i d o  = V or, ( S  + S _ 0 ) - ( V-  S nv c D D  ^ D j.
S o V o - S f V f  = 13, 1 g.
La b i o m a s a  f o r m a d a  r e s u l t a :
+ V c f c f ) +
B i o m a s a  f o r m a d a  = V^ X^ - V 0X 0 = 8 , 6 7  g
8 87P o r  l o  t a n t o  Y = — -— 9- = 0 , 6 6 ;  v a l o r  é s t e  i g u a l  a l  c a l c u l a d o
1 3 , 1 g
s e g ú n  e l  m o d e l o  ( c u a d r o  XXV I I ) .
E X P E R  I E N C I A  I I
En e l  c u a d r o  X X I X  e s t á n  r e s u m i d o s  l o s  r e s u l t a d o s  de e s t a  e x p e ­
r i e n c i a .  La f i g u r a  17 m u e s t r a  que  a l a s  6 , 6  h o r a s  de b a t c h ,  momen­
t o  en que  s e  i n i c i ó  l a  a l i m e n t a c i ó n ,  e l  c u l t i v o  e s t a b a  aún en 
f a s e  e x p o n e n c i a l  con  un v a l o r  de u Q= 0 , 3 5  h  ^ . F i n a l m e n t e  en l a  
f i g u r a 1 8  s e  c o m p a r a n  l a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  c u r v a s  t e ó r i c a s  y e x p e ­
r i m e n t a l e s  d u r a n t e  e l  CDA e l  c u a l  f u e  de A , 5 h o r a s .
C u a d r o  XX I  X
V a l o r e s  t e ó r i c o s  y e x p e r i m e n t a l e s  de un c u l t i v o  d i s c o n t i n u o  a l i ­
m e n t a d o  e m p l e a n d o  una c e p a  de K. f r á g i l  i s
_______________________ I N I C I A L _________________________ D I SEÑO____________________ F I NAL
TEO ^1  ^ E X P ^2  ^ T E O ^  ^  TE-Í5  ^ E X P ^
X „ ( g / 1 )  9 , 5  4 ,6 F ( 1 / h ) 0 , 2  60 0 , 2 6 0  X f ( g / l ) 8 , 1  8 , 2
S 0 ( g / 1 ) 9 , 0  8 , 1  K ( T i h ) 3 -3 3 - ° 7 S f ( g / I ) 5 , 1  5 , 2
V o (1 ) 2 , 0  2 , 0  V o D ( 1 )  0 , 7  5 0 , 7 5  V f ( l )  3 , 1 7
U o f h '  1 ) 0 , 3 7  0 , 3 5  s c ( g / 1 ) 7 2 , 0 6 8 , 9
Y ( g / g )  0 , 3 7  0 , 31  S ( g / 1 ) 3 ¡) , 2  3 3 , 0
y O
( 1 ) ;  ( 2 ) ;  ( 3 ) ;  ( 4 ) ;  ( 5 ) ;  ( 6 )  ¡ dem c u a d r o  X X V I I .
M e d i o  C:  ( g / l ) L a c t o s a  1 5 , 5 ;  S O ^ N H ^  2 , 4 ;  S O ^ M g ^ ^ O  0 , 4 ;  P 0 ¿+HK 2 2 , 5 ;  
á c i d o  c í t r i c o  m o n o h ¡ d r a t a d o  1 , 0 9 ;  E x t r a c t o  de l e v a d u r a  2 , 0 ;  pH 5 , 7 ~ 5 , 5
E X P E R I E N C I A  I I I
En e s t e  c a s o  y s o l a m e n t e  a l o s  f i n e s  de p r o b a r  e l  m o d e l o ,  se 
u t i l i z o  un m i c r o o r g a n i s m o  de c a r a c t e r í s t i c a s  t o t a l m e n t e  d i s t i n t a s :  
R h i z o b i u m  p h a s e o l i ,  que  es  un f i j a d o r  s i m b i ó t i c o  de n i t r ó g e n o .
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F i g u r a  17:  C a l c u l o  de u Q de K.  f r a g i l i s  en l a  e t a p a  de
b a t c h  ( v a l o r e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l a  f i g .  18
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F i g u r a  18:  C r e c i m i e n t o  de K.  f r á g i l  i s y c o ns umo  de l a c t o s a  en un
c u l t i v o  d i s c o n t i n u o  a l i m e n t a d o .  La f l e c h a  i n d i c a  el  
i n s t a n t e  en que  co m enzó  l a  a l i m e n t a c i ó n .  ( # )  C o n c e n t r a ­
c i ó n  de m i c r o o r g a n i s m o s  e x p e r i m e n t a l ;  (O)  c o n c e n t r a c i ó n  
de m i c r o o r g a n i s m o s  t e ó r i c a ;  ( A )  c o n c e n t r a c i ó n  de l a c t o s a  
e x p e r i m e n t a l ;  (A ) c o n c e n t r a c i ó n  de l a c t o s a  t e ó r i c a .
M e d i o  de c u l t i v o  C.  A e r a c i ó n  60 1/ h ;  a g i t a c i ó n  800 RPM.
E l  v a l o r  de u 0 p a r a  e s t e  m i c r o o r g a n i s m o  ( e n  e l  me d i o  de  c u l ­
t i v o  F )  es  de 0 , 1 4  h 1 y p o r  l o  t a n t o  b a s t a n t e  i n f e r i o r  a l  de 
K f r á g i l  i s ; a d e má s  no es t a n  e x i g e n t e  en c u a n t o  a s u m i n i s t r o  
de O2 s e  r e f i e r e .  E s t a s  dos  c a r a c t e r í s t i c a s  p e r m i t e n  r e a l i z a r  
un d i s e ñ o  t o t a l m e n t e  d i s t i n t o  a l o s  a n t e r i o r e s  y e f e c t u a r  un 
CDA que  d u r e ,  no 5 o 6 h o r a s  como l o s  a n t e r i o r e s ,  s i n o  a l r e d e ­
d o r  de dos  d í a s .
E l  c u a d r o  XXX r e s u me  l o s  r e s u l t a d o s  de e s t a  e x p e r i e n c i a ,  y 
en l a  f i g u r a  19 se  o b s e r v a n  l a s  c u r v a s  de r e c u e n t o  c e l u l a r  y 
s a c a r o s a  t e ó r i c a s  y e x p e r i m e n t a l e s .  La f i g .  20 m u e s t r a  e l  c á l c u l o  
c o r r e s p o n d i e n t e  a l a  e t a p a  p r e v i a  de b a t c h .
C u a d r o  XXX
V a l o r e s  t e ó r i c o s  y e x p e r i m e n t a l e s  de un c u l t i v o  d i s c o n t i n u o
a l i m e n t a d o  e m p l e a n d o una c e p a de R . pha s e o 1 i .
I N I C I A L D I S E ÑO F I NAL
T E 0 ( 1^ e x p (2) —1 m 0
-crQ_XUJ T E O ^ E XP t6)
Xo ( “ ' ) 6 . 1 0 12 6 . 1o 12 F ( l / h ) 0,040 O. o ' o Xf ( c e l / 
mi )
0^1000-3" OOLT\
So ( g/1) 6 8,6 K< i V 0,62 0,64 S f ( g / l ) 1 ,5
V„ ( 1 ) 2 2 V o p d ) 1,0 1,0 Vf ( l ) ■4,0 —
u0 (h 1) 0,14 0,18 Sc ( g / l ) 99,0 96,0
< > i . i . i o 12 1,33.10 12 SD„ ( g / l ) 37,0 36,0
( 1 ) ;  ( 2 ) ;  ( 3 ) ;  ( 4 ) ;  ( 5) ;  (6)  Idem cuadro XXV I I .
A g i t a c i ó n :  400 rpm; Ae r ac i ón :  3 1/min;  Medio F:  (g/1)  Sacarosa 10,0;  peptona 2 , 0 ;  
E x t r a c t o  de l evadura  2 , 0 ;  CINa 0 , 1 ;  SO^Mg^F^O 0 , 2 ;  PO^H^K 0,75;  PO^HK^ 0,60;  
Cl^Fe.óH^O (10% p/v)  0,1 ml/1;  SO^Mn.AH^O (10% p/v)  0,1 ml/1.  Temperatura 30°C.
En e l  t r a n s c u r s o  de 46 h o r a s  se  a d i c i o n ó  l a  t o t a l i d a d  d e l
v o l u m e n  de m e d i o  de c u l t i v o  c o n t e n i d o  en l o s  r e s e r v o r i o s ,  p o r  l o
2 1t a n t o  e l  v a l o r  de F e x p e r i m e n t a l  s e r á :  F = ^ = 0 , 0 4 3  1/h .
C o r r e s p o n d e  v e r i f i c a r  s i  en e s t a  o c a s i ó n  t a m b i é n  el  m o d e l o  p e r m i t e  
c a l c u l a r  e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r ,  p a r a  l o  c u a l  se  s i g u e  l a  mi sma 
m e t o d o l o g í a  que  en l a  e x p e r i e n c i a  I ,  c o n s i d e r a n d o  que  en e s t e  
c a s o  s e r á :
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F i g u r a  1 9 ’ C r e c i m i e n t o  de  R.  p h a s e o l i  y c o n s u m o  de  s a c a r o s a  en un
c u l t i v o  d i s c o n t i n u o  a l i m e n t a d o .  La f l e c h a  i n d i c a  e l  i n s t a n t e  
en que  c o me n z ó  l a  a l i m e n t a c i ó n .  ( # )  C o n c .  de m i c r o o r g a n i s ­
mos e x p e r i m e n t a l ;  ( O)  c o n c .  de m i c r o o r g a n i s m o s  t e ó r i c a ;
(A) c o n c .  de s a c a r o s a  e x p e r i m e n t a l ;  (A) c o n c .  de s a c a r o s a  
t e ó r i c a .  M e d i o  de c u l t i v o  F .  A e r a c i ó n  3 1 / m i n . ,  a g i t a c i ó n
600 RPM.
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F i g u r a  2 0 :  C á l c a l o  de u G de  R.  p h a s e o l i  en l a  e t a p a
de b a t c h  ( v a l o r e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l a  
f i g . 19 ) .
-9^-
= Oí  p o r  l o  t a n t o  e l  s u s t r a t o  c o n s u m i d o  e s t a r í a  dado  p o r
c o n s u m i d a ?  V ^ í s ^  + s 0O) + S 0V 0 - S f V f = 1 ^ 3 , 2  g 
N ° d e  c é l u l a s  f o r m a d a s  = V f X f - V GX .  - 1 , 8 8 .  101  ^ c é l u l a s ,  
con  e s t o s  v a l o r e s  r e s u l t a  Y = 1 ,31 . 1 0 12 c e l  . E s t e  v a l o r  que  
s u r g e  de l o s  d a t o s  e x p e r i m e n t a l e s  c o n c u e r d a  p e r f e c t a m e n t e  con  
e l  o b t e n i d o  s e g ú n  e l  m o d e l o .
De l a s  t r e s  e x p e r i e n c i a s  s u r g e  que  e l  mo d e l o  p r e d i c e  a c e p ­
t a b l e m e n t e  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de b i omasa  en c a d a  i n s t a n t e ,  m i e n ­
t r a s  que  l a  de s u s t r a t o  l i m i t a n t e  t i e n d e  a t o ma r  v a l o r e s  i n f e ­
r i o r e s  a l o s  t e ó r i c o s  en l a s  e x p e r i e n c i a s  I y I I I .  En l a  e x p e ­
r i e n c i a  I I  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  e x p e r i m e n t a l  es  í a  po r  
e n c i m a  de l a  t e ó r i c a ,  p e r o  de h a b e r s e  c o n t i n u a d o  e l  CDA,  po r  l a  
t e n d e n c i a  que  se  o b s e r v a ,  es c l a r o  que  con e l  t i e m p o  h u b i e s e  
t omado  v a l o r e s  i n f e r i o r e s .
Es  r e m a r c a b l e  l a  b u e n a  p r e d i c c i ó n  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de 
b i o m a s a  q u e ,  en ú l t i m a  i n s t a n c i a ,  es  e l  o b j e t i v o  p r i m o r d i a l .
O t r o  a s p e c t o  p o s i t i v o  de l  mo d e l o  es  que  r e a l m e n t e  a p a r t i r  
de d a t o s  t o ma d o s  de un B a t c h  s e  pue d e  d i s e ñ a r  e l  c o r r e s p o n d i e n ­
t e  CDA c on  e l  c o n s e c u e n t e  a h o r r o  en e l  núme r o  de e x p e r i e n c i a s  
n e c e s a r i a s  p a r a  a j u s t a r  e l  s i s t e m a .  P o r  e j e m p l o :  s i  j a  c o n c e n ­
t r a c i ó n  de n u t r i e n t e s  en l a  a l i m e n t a c i ó n  h u b i e s e  s i d o  muy b a j a  
con  r e s p e c t o  a l  c a u d a l ,  s e r í a  mas i m p o r t a n t e  e l  e f e c t o  de d i l u c i ó n  
c a u s a d o  p o r  é s t e  que  l a  v e l o c i d a d  de c r e c i m i e n t o  de l o s  m i c r o o r ­
g a n i s m o s ,  que  r á p i d a m e n t e  a g o t a r í a n  e l  s u s t r a t o ,  con l o  c u a l  l a  
c o n c e n t r a c i ó n  de b i o m a s a  d i s m i n u i r í a  c on  e l  t i e m p o .  En e l  c a s o  
c o n t r a r i o ,  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de b i o m a s a  a u m e n t a r í a  con  e l  t i e m p o ,  
p e r o  t a m b i é n  l o  h a r í a  l a  de s u s t r a t o  l i m i t a n t e .  L a s  e x p e r i e n c i a s  
r e a l i z a d a s  m u e s t r a n  c l a r a m e n t e  que  d e n t r o  de c i e r t o s  l í m i t e s  l a  
e v o l u c i ó n  de l o s  c u l t i v o s  t r a n s c u r r i ó  s e g ú n  l o  p r e v i s t o  po r  el  
m o d e l o ,  e l  c u a l  se  b a s a  en d a t o s  o b t e n i d o s  de l o s  r e s p e c t i v o s  
c u l t i v o s  en b a t c h .
El  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  p r e s e n t a  d i f e r e n c i a s  con  r e s p e c t o  a 
l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  en b a t c h  en c a d a  c a s o .  En l a  e x p e r i e n c i a !  
s e  o b s e r v a  un a u m e n t o  de Y = 0 , 5 0  e n b a t c h  a Y — 0 , 6 6  en CDA.
Ta l  i n c r e m e n t o  p o d r í a  d e b e r s e  a que  a l  s e r  l a  l a c t o s a  e l  s u s t r a t o  
que  l i m i t a  e l  c r e c i m i e n t o  y m e n t e n e r s e  é s t a  a v a l o r e s  r e l a t i v a -
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m e n t e  b a j o s  d u r a n t e  e l  CDA,  l a  l e v a d u r a  h a b r í a  u t i l i z a d o  l a  
f u e n t e  de  n i t r ó g e n o  que  e s t á  en l i g e r o  e x c e s o  ( t r i p t o s a )  como 
f  M # fí f  £ 4 6 y e n e r g í a .  O t r a  p o s i b i l i d a d  es  que  a l  m a n t e ­
n e r s e  b a j o  e l  n i v e l  de L a c t o s a ,  s e  e v i t a r í a  e l  s o b r e f l u j o ,  que  
l a  c o n d u c i r í a  a l a  f o r m a c i ó n  de p r o d u c t o ,  ( e j .  a l c o h o l )  s i e n d o  
por  l o  t a n t o  m e j o r  a p r o v e c h a d a .
En l a  e x p e r i e n c i a  I I  hay  una merma d e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  
de  0 , 3 7  ( B a t c h )  a 0 , 31  ( C D A ) ,  p r o b a b l e m e n t e  d e b i d o  a que  el  
CDA ha t r a n s c u r r i d o  a v a l o r e s  de pH i n f e r i o r e s  a l  ó p t i m o  (pH = 
5 , 6 ) ,  ya  que  a l  c o m e n z a r  e l  CDA e l  pH es  3 , A y d e s c i e n d e  h a s t a  
2 , 6 .  F i n a l m e n t e  en l a  E x p e r i e n c i a  I I I  hay  un l i g e r o  i n c r e m e n t o  
de l  r e n d i m i e n t o  a u n q u e  se  n e c e s i t a r í a n  más e x p e r i e n c i a s  p a r a  
e s t a b l e c e r  s i  e l  mi smo es  s i g n i f i c a t i v o .
I n d e p e n d i e n t e m e n t e  de l o  que  o c u r r a  con e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  
es  d e s t a c a b l e  que  e l  mo d e l o  p e r m i t e  su c á l c u l o  y é s t e  c o n c u e r d a  
con  l o s  r e s u l t a d o s  e x p e r i m e n t a l e s  ( e x p e r i e n c i a s  I y l l l ) .
En l o  que  se  r e f i e r e  a l a  p r o d u c t i v i d a d  y c o n s i d e r a n d o  que  
e l  v o l u m e n  de c u l t i v o  a u me n t a  con e l  t i e m p o ,  se p u e d e  d e f i n i r  
l a  p r o d u c t i v i d a d  de l  CDA ( P  ^ ) como s i g u e :
C u a d r o  XXX I
C o m p a r a c i ó n  e n t r e  l a  p r o d u c t i v i d a d  t e ó r i c a  y e x p e r i m e n t a l
P R ODU CT I V I  DAD
E X P E R  1 ENC 1 A T E O R I C A E X P E R  1 MENTAL
1 1 , 2  g/h 1 , 3  g/h
1 1 3 , 6  g/h 3 , 7  g/h
1 1 1 3 , 8 .  10^^ c e l / h A , 0 .  1 0 12 c e l / h
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La p r o d u c t i v i d a d  t e ó r i c a ,  e c u a c i ó n  ( kO)  , pue d e  s e r  f á c i l m e n t e  
c o m p a r a d a  con l a  e x p e r i m e n t a l  p a r a  c u a l q u i e r  t i e m p o  de CDA.  En el  
c u a d r o  X XX I  s e  c o m p a r a n  l a  p r o d u c t i v i d a d  e x p e r i m e n t a l ,  c a l c u l a d a  s e ­
gún l a  e c u a c i ó n  ( 3 9 ) ,  con  l a  t e ó r i c a  en e l  p u n t o  f i n a l  de c a d a  
una  de l a s  e x p e r i e n c i a s .
R e e m p l a z a n d o  e l  v a l o r  de XV p o r  e l  de l a  e c u a c i ó n  ( 3 0 )  se 
l l e g a  a que
E x p e r i e n c i a  I :  D u r a c i ó n  d e l  CDA 6 , 5  h ;  E x p e r i e n c i a  I I :  d u r a c i ó n
d e l  CDA 4 , 5  h ; E x p e r i e n c i a  I I I :  d u r a c i ó n  de l  CDA 46 h.
E l  g r a d o  de c o n c o r d a n c i a  es  b u e n o ,  l o  c u a l  nos  d i c e  que  e l
m o d e l o  p e r m i t e  p r e d e c i r  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de b i o m a s a  en f u n c i ó n
d e l  t i e m p o .  P e r o  aún mas i m p o r t a n t e  es que  m e d i a n t e  l a  e c u a c i ó n  
( 4 0 )  es p o s i b l e  o p t i m i z a r  e l  CDA p a r a  o b t e n e r  l a  máx i ma p r o d u c ­
t i v i d a d .
P o r  s i m p l i c i d a d ,  s e  pue d e  e l i m i n a r  K de l a  e c u a c i ó n  ( 4 0)  
r e e m p l a z á n d o l o  p o r  su v a l o r  c o r r e s p o n d i e n t e  s e g ú n  l a  e c u a c i ó n  
( 3 6 ) ;  de e s t e  modo P  ^ q u e d a  e x p r e s a d o  en f u n c i ó n  de F.
P c d a  “  P ° + ( F u ° X °  - > 6
Donde  P 0 = u
En l a  f i g u r a  21 s e  o b s e r v a  l a  g r á f i c a  de P " Po en l a  f u n c i ó n  
de F p a r a  d i s t i n t o s  v a l o r e s  de 9 ( c u r v a s  de n i v e l ) .
T a n t o  a 6 = 0 como F = 0 y F = F 0 r e s u l t a  P c d a = Po.  E x i s t e  un
F = F p a r a  e l  c u a l ,  a un t i e m p o  d a d o ,  P , es má x i ma ,  m cda
F = u; Xo —  (42)m 2 y S o
M e d i a n t e  l a  e c u a c i ó n  ( 3 6 )  r e s u l t a ,  r e e m p l a z a n d o  F po r  F :
( 4 3 )
d o n d e  K r e p r e s e n t a  e l  v a l o r  de K p a r a  l a  máx i ma  p r o d u c t i v i d a d
-97-
F i g .  21 :  V a r i a c i ó n  de 
l a  p r o d u c t i v i d a d  d u r a n t e  
e l  CDA en f u n c i ó n  de l  
c a u d a l  de a l  i m e n t a c i ó n ( F )
L u e g o  l a s  e c u a c i o n e s  (*42) y ( k } )  p e r m i t e n  d i s e ñ a r  una a l i m e n ­
t a c i ó n  t a l  que  l a  p r o d u c t i v i d a d  s ea  má x i ma .
No se  han r e a l i z a d o  e x p e r i e n c i a s  en c o n d i c i o n e s  de máx i ma  p r o ­
d u c t i v i d a d ,  p e r o  e l  h e c h o  de que  l a  P , t e ó r i c a  y e x p e r i m e n t a l
cda
s e a n  s e m e j a n t e s  ( C u a d r o  X X X I )  l l e v a  a p e n s a r  que  l a  P c d a  máx i ma  
t a m b i é n  se  t i e n e  que  c u m p l i r  ya  que  no es  más que  un c a s o  p a r t i ­
c u l a r .
V a l o r  de u d u r a n t e  e l  C D A :
Es e v i d e n t e  que  e l  v a l o r  de u d u r a n t e  e l  CDA es  d i s t i n t o  a l  
que  t e n í a  en B a t c h  y s i e m p r e  meno r  que  u Q. E s t o  se  p u e d e  v e r  
m e d i a n t e  e l  s i g u i e n t e  e j e m p l o :
S u p o n g a mo s  que  en l a  e x p e r i e n c i a  I e l  v a l o r  de u d u r a n t e  e l  
CDA se  m a n t i e n e  c o n s t a n t e  e i g u a l  a u . L u e g o  l a  c a n t i d a d  t o t a l  
de b i o m a s a  a l  f i n a l  de l a  e x p e r i e n c i a  e s t a r á  dada  p o r :
XV = X oV oe Uo0
R e e m p l a z a n d o  p o r  l o s  v a l o r e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  se  t i e n e  que  XV = 
2 3 , 7  g de b i omasa  , c o n t r a  l o s  que  r e a l m e n t e  se  o b t u v i e r o n ,  que
f u e r o n  8 , 6 7  g ;  l a  mi sma d i s c r e p a n c i a  s e  o b s e r v ó  en l a s  e x p e r i e n
c í a s  I I  y I I I ;  l u e g o  e l  v a l o r  de u de b e  s e r  menor  que  u Q. E s t e
r e s u l t a d o  s u r g e  de l a  e c u a c i ó n  ( 30 ) :
X V  = X 0 V 0 +  Y F  [ ( S o  + B )  6  +  K 0 2}  ( 3 0 )
C a l c u l a n d o   ^ j - y r e c o r d a n d o  que  é s t a  es  i g u a l  a uXV ( e c . ( 2 5 )d 0
s e  o b t i e n e :
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P u e s t o  que  e l  d e n o m i n a d o r  de l a  e c u a c i ó n  ( ^ 5 )  a u m e n t a  con 
e l  t i e m p o  más r á p i d a m e n t e  que e l  n u m e r a d o r ,  e l  v a l o r  de u d i s ­
m i n u y e  a m e d i d a  que t r a n s c u r r e  e l  CDA.  T a l  d i s m i n u c i ó n  no p u e d e  
a t r i b u i r s e  a que  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  l i m i t a n t e  no 
a l c a n c e  a s e r  s a t u r a n t e  ( s u p o n i e n d o  una r e l a c i ó n  e n t r e  u y S 
como en l a  e c u a c i ó n  de Monod )  ya  q u e ,  a l  me n o s ,  en l a s  e x p e r i e n ­
c i a s  I I  y I I I  l a  m a y o r  p a r t e  de l  CDA t r a n s c u r r i ó  a c o n c e n t r a c i o n e s
de d o n d e :
de sust r a t o  r e l a t i v a m e n t e  elevadas.
Inde p e n d i e n t em e n t e  de cuál sea el motivo real , parecería 
que exlite una especie de control externo sobre el c u l tivo a 
través de la alimentación.
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I N F L U E N C I A  DE LA P R E S E N C I A  DE MUTANTES  R E S P I R A T O R I A S  EN EL 
I NOCULO S OBRE  EL R E N D I M I E N T O  EN BI  OMASA DE K.  F R A G I L I S
En l a  b i b l i o g r a f í a  c o n s u l t a d a  r e f e r e n t e  a l a  p r o d u c c i ó n  de 
p r o t e í n a s  u n i c e l u l a r e s  a p a r t i r  de l e v a d u r a s  no se  ha e n c o n t r a d o  
n i n g ú n  t r a b a j o  que  c e n t r e  su e s t u d i o  en l a  c o m p o s i c i ó n  de l  
i n o c u l o ,  más c o n c r e t a m e n t e  a l a  p r e s e n c i a ,  en e s a  p o b l a c i ó n ,  de 
m u t a n t e s  r e s p i r a t o r i a s ,  l a s  c u a l e s  m u e s t r a n  una f r e c u e n c i a  
r e l a t i v a m e n t e  a l t a  en r e p i q u e s  de c é l u l a s  n o r m a l e s .  E s t e  a s p e c t o  
es  de g r a n  r e l e v a n c i a  d e b i d o  a que  l a s  c é l u l a s  m u t a n t e s  han p e r ­
d i d o  t o t a l  o p e r c i a l m e n t e  l a  c a p a c i d a d  p a r a  u t i l i z a r  0^ como 
a c e p t o r  f i n a l  de e l e c t r o n e s ,  como c o n s e c u e n c i a  de una a l t e r a c i ó n  
a n i v e l  de l a  c a d e n a  de c i t o c r o m o s  . E s t a  a l t e r a c i ó n
p r o v o c a  una  meno r  e f i c i e n c i a  p a r a  l a  u t i l i z a c i ó n  de l  s u s t r a t o  
( f u e n t e  de c a r b o n o  y e n e r g í a ) ,  l o  c u a l  c o n d u c e  a una d i s m i n u c i ó n  
de l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r ,  ya  que  l a  e n e r g í a  n e c e s a r i a  p a r a  e l  c r e ­
c i m i e n t o  se  o b t i e n e  p r i n c i p a l m e n t e  a p a r t i r  de l a  g l u c ó l i s i s  f a v o ­
r e c i é n d o s e ,  e n t o n c e s ,  l a  f o r m a c i ó n  de e t a n o l  . D e b i d o  a l a
a l t e r a c i ó n  en l a  c a d e n a  de c i t o c r o m o s  e s t a  m u t a n t e  no pue d e  
c r e c e r  a e x p e n s a s  de a z ú c a r e s  que  no f e r m e n t a n ,  como L a c t a t o ,
A c e t a t o ,  G l i c e r o l ,  P i r u v a t o ,  e t c . ,  s i e m p r e  y c u a n d o  l a  d e f i c i e n ­
c i a  r e s p i r a t o r i a  s e a  t o t a l ,  es  d e c i r  q = 0.u 2
P o r  o t r a  p a r t e  d i c h a s  m u t a n t e s  se  e n c u e n t r a n  n o r m a l m e n t e  en
„ (IQ A M
l a  p o b l a c i ó n  * de l e v a d u r a s  y a l g u n a s  c e p a s  h a p l o i d e s  p a r ­
t i c u l a r m e n t e  i n e s t a b l e s  p u e d e n  c o n t e n e r  una a l t a  p r o p o r c i ó n  de
. . ( k k )m u t a n t e s ,  aun c u a n d o  se  l a s  c u l t i v e  en c o n d i c i o n e s  n o r m a l e s
B á s i c a m e n t e  se  d e s c r i b e n  dos  t i p o s  de m u t a n t e s  r e s p  i r a t o r  J a s ( ^7  , H )
a )  V e g e t a t i v a s
b)  N u c l e a r e s
El  p r i m e r  c a s o  p r e s e n t a  h e r e n c i a  c i t o p l a s m á t i c a ,  po r  l o  t a n t o  
c u a n d o  se  c r u z a n  c é l u l a s  n o r m a l e s  c on  m u t a n t e s ,  l a  p r o g e n i e  r e ­
s u l t a  en un 100% f o r m a d a  p o r  c é l u l a s  n o r m a l e s .
En l a  a c t u a l i d a d  se  s a b e  que  en e s t e  c a s o ,  l a  a l t e r a c i ó n  
g e n é t i c a  e s t á  a n i v e l  de l  DNA m i t o c o n d r i a l .  A d e má s ,  en e l  c a s o  
de c é l u l a s  p a r c i a l m e n t e  d e f i c i e n t e s  p a r a  r e s p i r a r ,  se p u e d e n  
l o c a l i z a r  po r  m é t o d o s  h i s t o q u í m i c o s ,  d e n t r o  de una mi sma c é l u l a  
de l e v a d u r a ,  mi t o c o n d r  ¡ as  f u n c i o n a l e s  y no f u n c i o n a l e s ;  y en 
e s t e  ú l t i m o  c a s o  c on  d i s t i n t o s  g r a d o s  de a l t e r a c i ó n  ( c i t o c r o m o
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o x i d a s a  ( +)  s u c c í n a t o  d e s h ¡ d r o g e n a s a  ( - )  e t c . ) ,  l o  que  da como
r e s u l t a d o  g l o b a l  una  p é r d i d a  p a r c i a l  de l a  c a p a c i d a d  r e s p i r a t o r i a  
(*49)de l a  cé_l u 1 a v
En l a s  de t i p o  n u c l e a r  s e  p i e n s a  que  l a  a l t e r a c i ó n  es  e s e n c i a l ­
m e n t e  en l o s  c r o m o s o m a s ,  ya que  c u a n d o  m u t a n t e s  de e s t a  c l a s e  
se  c r u z a n  con  c é l u l a s  n o r m a l e s  l a  p r o g e n i e  p r e s e n t a  l a  t í p i c a  
s e g r e g a c i ó n  Me n d e l  i ana  . D e b i d o  a que  a t r a v é s  de l a  l i t e r a t u r a  
l a s  m u t a n t e s  r e s p i r a t o r i a s  han r e c i b i d o  d i s t i n t o s  n o mb r e s  ( p e t i t e  
c o l o n i a ,  v a r i a n t e s  W, a e r ,  m u t a n t e s  M k , R- ,  e t c . )  en l o  que  s i g u e
s e  l a s  n o m b r a r á  como RD ( r e s p i r a c i ó n  d e f i c i e n t e )  a d o p t a n d o  l a
t e r m i n o l o g í a  u t i l i z a d a  p o r  N a g a i ,  S .  y c o l .  en su e x t e n s a  r e v  i -
(*4*4)s i o n  s o b r e  e l  t ema . Como c o n t r a p a r t i d a  a l a s  c é l u l a s  n o r m a ­
l e s  s e  l a s  d e s i g n a r á  como R C .
M é t o d o s  s i m p l e s  p a r a  i d e n t i f i c a r  m u t a n t e s  R D :
O r i g i n a l m e n t e  se  l a s  i d e n t i f i c a b a  p o r  e l  t a ma ñ o  de l a  c o l o n i a
í b k  ¿48 )c u a n d o  c r e c í a n  en me d i o  s o l  i do  c on  poc a  f u e n t e  de c a r b o n o  ’ ,
y de a h í  e l  n omb r e  de " p e t i t e  c o l o n i a " ,  p e r o  e s t e  f e n ó me n o  no es
e x c l u y e n t e ,  es  d e c i r  que  una c o l o n i a  más p e q u e ñ a ,  con r e s p e c t o  a
( k k )l a  R C,  no i m p l i c a  n e c e s a r i a m e n t e  una m u í a n t e  de t i p o  RD
T a m b i é n  s e  ha r e c u r r i d o  a l a  i n c a p a c i d a d  de l a s  c é l u l a s  RD 
p a r a  c r e c e r  a e x p e n s a s  de s u s t r a t o s  no f e r m e n t a b l e s  ( e j .  L a c t a t o )  
m i e n t r a s  que  l a s  RC l o  h a c e n  n o r m a l m e n t e .  Una e x t e n s i ó n  de e s t e  
mé t o d o  p e r m i t e  e s t i m a r ,  m e d i a n t e  r e c u e n t o  en c a j a  de p e t r i  qué 
p r o p o r c i ó n ,  de una p o b l a c i ó n  d a d a ,  e s t á  c o n s t i t u i d a  po r  c é l u l a s  
RD r e a l i z a n d o  p l a q u e o s  s i m u l t á n e o s  s o b r e  m e d i o s  que  c o n t e n g a n  
g l u c o s a  y l a c t a t o  r e s p e c t i v a m e n t e .  En e l  p r i m e r o  f o r m a r á n  c o l o ­
n i a s  t a n t o  l a s  RC como l a s  RD,  m i e n t r a s  que  en e l  s e g u n d o  s ó l o  
l a  RC.  E l  mé t o d o  es  e s p e c i a l m e n t e  s e n s i b l e  c u a n d o  l a  p r o p o r c i ó n  
de RC d e n t r o  de l a  p o b l a c i ó n  es  b a j a ^ ^ ( v e r  m a t e r i a l e s  y m é t o d o s ) .  
E s t e  mé t o d o  no es a p l i c a b l e  c u a n d o  l a  m u í a n t e  RD es  p a r c i a l m e n t e  
d e f i c i e n t e ,  ya  que  en t a l  c a s o  d a r á  t a m b i é n  c o l o n i a s  en un me d i o  
con l a c t a t o  u o t r a  f u e n t e  no f e r m e n t a b l e .
E x i s t e n  v a r i o s  m é t o d o s  que  se b a s a n  en un c a m b i o  de c o l o r a - 
c i ó n  p a r a  d i f e r e n c i a r  ambos t i p o s .  de c é l u l a s .  Uno de l o s  p r i m e ­
r o s  c o n s i s t e  en d e t e c t a r  l a  p r o d u c c i ó n  de a l c a l í  c u a n d o  l a s  
c é l u l a s  s e  c u l t i v a n  a 3 0 ° C  en un me d i o  l í q u i d o  que  c o n t i e n e  e s e n ­
c i a l m e n t e  a c e t a t o  de s o d i o ,  p e p t o n a  y r o j o  de f e n o l  como i n d i c a ­
d o r .  L a s  c é l u l a s  RC p r o v o c a n  e l  vi r a j e  de l  i n d i c a d o r  d e n t r o  de
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El  o b j e t i v o  de e s t a  p a r t e  d e l  t r a b a j o  es  e s t u d i a r  cómo i n f l u ­
y e n ,  p r i n c i p a l m e n t e  s o b r e  e l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r ,  d i s t i n t a s  p r o ­
p o r c i o n e s  de m u t a n t e s  RD en e l  i n o c u l o .  P a r a  e l l o  se  r e a l i z a r o n  
p r o c e s o s  de  d e s a r r o l l o  c e l u l a r  u t i l i z a n d o  i n ó c u l o s  c o n s t i t u i d o s  
po r  p o b l a c i o n e s  c o n  d i s t i n t o s  p o r c e n t a j e s  de m u t a n t e s  RD.  Se 
d e t e r m i n ó  l a  b i o m a s a  f o r m a d a  a s í  como l a  e v o l u c i ó n  de l a  p o b l a ­
c i ó n  a l o  l a r g o  d e l  p r o c e s o .  P a r a l e l a m e n t e  se d e t e r m i n a r o n  
o t r o s  p a r á m é t r o s  como:  c o ns u mo  de 0^,  p r o d u c c i ó n  de CC^,  c o ns umo  
de f u e n t e  de c a r b o mo  y p r o d u c c i ó n  de e t a n o l .
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las 2 A h o r a s  de i n c u b a c i ó n  m i e n t r a s  que  l a s  R D aún d e s p u é s  de 
c i n c o  d í a s ,  no m o d i f i c a n  e l  c o l o r .  S i  l a  d e f i c i e n c i a  r e s p i r a ­
toria es p a r c i a l  e l  v i r a j e  se  p r o d u c e  d e n t r o  de l a s  A8 h o r a s ^ ^  .
E n t r e  l a s  t é c n i c a s  d e s c r i p t a s  p a r a  e l  r e c o n o c i m i e n t o  de mu t a n -  
t e s  RD que  se  r e a l i z a n  en c a j a  de P e t r i  p u e d e n  c i t a r s e :
( 52 )a )  La que  u t i l i z a  t r i f e n  i 1 t e t r a z o 1 ium como r e v e l a d o r  ( l a s
c o l o n i a s  RC t oman c o l o r  r o j o ,  m i e n t r a s  que  l a s  RD p e r m a n e c e n  
b l a n c a s ) .
( 53)b)  R e d u c c i ó n  de l  Na^TeO^ ( c é l u l a s  RC r e d u c e n  e l  T e 0 ^  a T e ° y ;  
po r  l o  t a n t o  dan c o l o n i a s  n e g r a s ;  l a s  c é l u l a s  RD no l o  r e d u c e n
y dan c o l o n i a s  b l a n c a s .
c )  T a m b i é n  s e  ha m o s t r a d o  muy ú t i l  e l  uso  de m e z c l a s  de c o l o ­
r a n t e s  ( e j .  E o s i n a ,  A z u l  t r i p a n )  que  a d i c i o n a d o s  a l  me d i o  de 
c u l t i v o ,  en e l  o r d e n  de ppm,  p r o v o c a n  una c l a r a  d i f e r e n c i a c i ó n  
e n t r e  c o l o n i a s  f o r m a d a s  po r  RC y RD.  En e l  c a s o  de e s t o s  dos  
c o l o r a n t e s  l a s  c é l u l a s  RC dan c o l o n i a s  de c o l o r  v i o l e t a  c l a r o  
m i e n t r a s  que  RD r o j o  i n t e n s o  . ( V e r  m a t e r i a l e s  y m é t o d o s ) .
RE S UL TADOS  Y D I S C U S I O N
I n d u c c i ó n  de m u t a n t e s  RD.
La i n d u c c i ó n  de m u t a n t e s  RD se  r e a l i z ó  s e g ú n  l a  t é c n i c a  p r o ­
p u e s t a  p o r  Naga i ,  S . ^   ^ . E l  mé t o d o  c o n s i s t e  b á s i c a m e n t e  en 
i n c u b a r  c é l u l a s  n o r m a l e s  RC en un me d i o  que  c o n t i e n e :  (g /'I ) Ex = 
t r a c t o  de l e v a d u r a  2 , 0 ;  p e p t o n a  1 , 8 ;  S O ^ Í N H ^  1 , 5 ;  P O ^ f ^ K  
1 , 0 ;  S 0 ^ M g . 7 H ^ 0  0 , 5 ;  A c r i f l a v i n a .  Se e n s a y a r o n  c i n c o  c o n c e n t r a ­
c i o n e s  de A c r i f l a v i n a :  1 , 5 ;  b; 8 ;  13 y 20 mg/1,  de l a s  c u a l e s
s ó l o  l a  ú l t i m a ,  20 mg/ 1 ,  se  m o s t r ó  e f e c t i v a  p a r a  i n d u c i r  m u t a n ­
t e s  p e r o  a c a m b i o  de una  g r a n  m o r t a n d a d ,  ya  que  l u e g o  de i n c u ­
b a r  b d í a s  a 3 0 ° C  e l  r e c u e n t o  en p l a c a  s o b r e  me d i o  d i f e r e n c i a l  
a r r o j ó  un v a l o r  de 2 , 8  x 10^ c e l / m l .  p a r a  e l  c o n t r o l  ( s i n  a c r i ­
f l a v i n a ) ,  m i e n t r a s  que  p a r a  l a  m u e s t r a  t r a t a d a  c on  a: r i f 1 a v  i na 
s o l a m e n t e  se  o b t u v i e r o n  100 c e l / m l .  Es d e c i r  que  en p l a c a s  
s e m b r a d a s  c on  0 , 2  mi de l a  m u e s t r a  s i n  d i l u i r ,  s ó l o  se e n c o n ­
t r a r o n  e n t r e  15 y 25 c o l o n i a s ,  de l a s  c u a l e s  dos  c o l o n i a s ,  
t é r m i n o  m e d i o ,  p r e s e n t a b a n  c o l o r a c i ó n  r o j o  p ú r p u r a  c o r r e s p o n ­
d i e n t e s  a m u t a n t e s  RD.
L a s  c o l o n i a s  con  c a r a c t e r í s t i c a s  de RD c o n j u n t a m e n t e  con 
una t o ma d a  a l  a z a r  que  po r  su c o l o r a c i ó n  p r e s e n t a b a  c a r a c t e r í s ­
t i c a s  de  RC f u e r o n  r e p i c a d a s  en e l  me d i o  D, con e l  o b j e t o  de 
e s t u d i a r  p o s t e r i o r m e n t e  e l  c o m p o r t a m i e n t o  r e s p i r a t o r i o  de l a s  
mi smas .
En e l  c u a d r o  X X X I I  p u e d e n  o b s e r v a r s e  l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  
de a l g u n a s  de l a s  c o l o n i a s  r e p i c a d a s  f r e n t e  a l a  c e p a  n o r m a l ,  
RC,  como r e f e r e n c i a .  L a s  c o l o n i a s  r o t u l a d a s  como y EM t e n í a n  
c o l o r  r o j o  p u r p u r a  ( e n  e l  me d i o  d i f e r e n c i a l )  s i e n d o  l a  p r i m e r a  
p e q u e ñ a  y l a  s e g u n d a  m e d i a n a  con r e s p e c t o  a l a  c o l o n i a  no r ma l  
( c o l o r  v i o l e t a )  r o t u l a d o  como NO. E s t a  ú l t i m a  c o l o n i a  se  r e p i c ó  
con  e l  o b j e t o  de v e r i f i c a r  l a  c o n f i a b i l i d a d  de l  mé t o d o  de p l a ­
q u e o  p a r a  d i f e r e n c i a r  c o l o n i a s  n o r m a l e s  y m u t a n t e s .
S i  s e  c o m p a r a  e l  q fi de l a s  c o l o n i a s  d e n o m i n a d a s  NO p a r a  
l a c t a t o  c o n  e l  c o r r e s p o n d i e n t e  de l a s  c o l o n i a s  RC se  o b s e r v a  
una g r a n  s i m i l i t u d ,  m i e n t r a s  que  ‘ p a r a  l a s  c o l o n i a s  EM y D £ el  
c o ns u mo  es  e s c a s o  y n u l o ,  l o  que  i n d i c a r í a  que  se  e s t a  en p r e ­
s e n c i a  de una  m u í a n t e  r e s p i r a t o r i a  p a r c i a l  y t o t a l  r e s p e c t i v a ­
m e n t e .  En e l  c a s o  de e s t a  ú l t i m a  se  o b s e r v a  que  f e r m e n t a  l a
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l a c t o s a  a una  v e l o c i d a d  c o m p a r a b l e  a l a  c e p a  n o r m a l ,  ya  que  
l o s  2 son  s e m e j a n t e s .
S e  s e l e c c i o n ó  l a  c o l o n i a  D  ^ p a r a  c o n t i n u a r  l o s  e s t u d i o s ,  
y c on  e l  o b j e t o  de  v e r i f i c a r  l a  h o m o g e n e i d a d  de l a  c e p a ,  se  
s e m b r a r o n  6 . 10^ c é l u l a s  en una c a j a  de P e t r i  c o n t e n i e n d o
me d i o  s e l e c t i v o  ( L a c t a t o )  e i g u a l  c a n t i d a d  en o t r a  con  me d i o  
c o n t r o l  ( g l u c o s a )  e n c o n t r á n d o s e  una  p á t i n a  en e s t a  ú l t i m a  y 
n i n g u n a  c o l o n i a  en l a  p r i m e r a .  Como c o n t r o l  de p l a c a  se  s e m b r a ­
r on c é l u l a s  RC en e l  m e d i o  s e l e c t i v o  y d i e r o n  c o l o n i a s .  En b a s e  
a l a s  p r u e b a s  r e a l i z a d a s  se  r o t u l ó  a como RD.
Con l a  m u í a n t e  a s í  o b t e n i d a  y l a  c e p a  n o r m a l ,  se  r e a l i z a r o n  
c u l t i v o s  en t a n q u e s  a g i t a d o s  u t i l i z a n d o  i n ó c u l o s  con  d i s t i n t a s  
p r o p o r c i o n e s  de RC/ RD,  p a r a  l o  c u a l  s e  p r o c e d i ó  de l a  s i g u i e n t e  
f o r m a :  S e  c u l t i v ó  c a d a  c e p a  s e p a r a d a m e n t e  en e r l e n m e y e r s  de
1 l i t r o  con  100 mi de me d i o  de c u l t i v o  C,  l u e g o ,  p r e v i o  r e c u e n t o  
en c á m a r a  de Neu B a u e r ,  se  c e n t r i f u g a r o n  ( e n  f o r ma  e s t é r i l )  y 
r e s u s p e n d i e r o n  c a d a  u n o ,  en un v o l u m e n  a d e c u a d o  de me d i o  C f r e s ­
c o .  Se  p r e p a r ó  una m e z c l a  c on  ambas  s u s p e n s i o n e s  p a r a  o b t e n e r  
a p r o x i m a d a m e n t e  l a  r e l a c i ó n  RC : RD  d e s e a d a .
La m e z c l a  de ambas  c e p a s  p r e p a r a d a  en l a  f o r ma  i n d i c a d a  se  
t r a n s f i r i ó  a un t a n q u e  a g i t a d o  en c a n t i d a d  n e c e s a r i a  p a r a  l o g r a r  
una  c o n c e n t r a c i ó n  i n i c i a l  de m i c r o o r g a n i s m o s  de l  o r d e n  de 0 , 4  g / 1 .  
Los  c u l t i v o s  se  r e a l i z a r o n  en t a n q u e  a g i t a d o  a 800 r . p . m .  con 
una a e r a c i ó n  de 60 1 / h ,  s e g ú n  e l  e s que ma  i n d i c a d o  en m a t e r i a l e s
y m é t o d o s  .
E l  c u a d r o  X X X I I I  p r e s e n t a  un r e s ume n  de l o s  d a t o s  o b t e n i d o s  
a t r a v é s  de una s e r i e  de c i n c o  e x p e r i e n c i a s  d o n d e  l a  p o b l a c i ó n  
i n i c i a l  s e  h i z o  v a r i a r  d e s d e  0% a 1 0 0% de RD;  l a  c a n t i d a d  t o t a l  
de O2 c o n s u m i d o  como a s í  t a m b i é n  l a  de CO^ p r o d u c i d o  f u e  e s t i m a d a  
c a l c u l a n d o  e l  á r e a  b a j o  l a s  c u r v a s  de v e l o c i d a d  de c o ns umo  de 0  ^
y p r o d u c c i ó n  de CO^ r e s p e c t i v a m e n t e  ( f i g u r a s  21 - 2 5 ) .  R e s u l t a
i n t e r e s a n t e  d e s t a c a r  que  s a l v o  p a r a  el  c a s o  en que  l a  p o b l a c i ó n  
e s t á  f o r m a d a  po r  e l  100% de RC e l  c o c i e n t e  r e s p i r a t o r i o  i n s t a n ­
t á n e o  se  a l e j a ,  como c a b e  e s p e r a r ,  b a s t a n t e  de 1 p o r  l o  c u a l  se  
c o m e t e  un g r a n  e r r o r  s i  s e  c a l c u l a n  l a s  v e l o c i d a d e s  de c o ns u mo  
de 0^ y p r o d u c c i ó n  de CO^ r e c u r r i e n d o  a un b a l a n c e  que  no c o n t e m ­
p l e  e s t a  e v e n t u a l i d a d  ( v e r  m a t e r i a l e s  y m é t o d o s ) .  Como un c l a r o  
e j e m p l o  p u e d e  c i t a r s e  e l  c a s o  en que  se  r e a l i z ó  e l  c u l t i v o  c on
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100% de R D . En e s t a  o p o r t u n i d a d  t a m b i é n  se  m i d i ó  e l  % de 0^ 
en l o s  g a s e s  de s a l  ¡ da  d e l  f e r m e n t a d o r  y s e  e n c o n t r ó  que  a l a s  
6 h o r a s  de c u l t i v o  e l  mi smo e r a  de 2 0 , 2 %  m i e n t r a s  que  e l  de 
CO2 3 , 3 % ,  l o  c u a l  d a r í a  una  v e l o c i d a d  de c o n s u mo ,  s u p o n i e n d o  
un b a l a n c e  s i m p l e ,  de :
60 1/h ( 2 0 , 2  - 2 1 , 0 )  1 0 3m l / I  , 273 ° K  = -1¡ t8ml  0 ., , CN)
3 1 1 00 29 5 ° K 1 ' h
S i  s e  c a l c u l a  l a  v e l o c i d a d  de c o ns umo  c o n s i d e r a n d o  e l  e f e c t o  
de " d i l u c i ó n "  d e l  0^ que  c a u s a  e l  CO^ p r o d u c i d o  da un v a l o r  d e :
0 , 7 9  . 60 1/h ( ________0_,202 _ 0 , 21   ^ 273 K 1A3 _ 1 ,i _ -26 mi 0
3 , 0 1 .  v 1 - 0 , 2 0 2 - 0 , 0 3 3  " 1 - 0 , 2 1  } 295 K ‘ 1 U m l / l  l . h
Es d e c i r  que  s i  s e  c a l c u l a s e  l a  v e l o c i d a d  de c ons umo  de 0^ 
m e d i a n t e  l a  p r i m e r a  e x p r e s i ó n ,  se c o m e t e r í a  un e r r o r  s u p e r i o r  
a l  5 00% .  La f i g u r a  21 m u e s t r a  que  p a r a  e l  c a s o  de 100% RC l a  
l a c t o s a  es  m e t a b o l  i z a d a  p r i n c i p a l m e n t e  po r  v í a  o x i d a t i v a  ya  que  
e l  c o c i e n t e  r e s p i r a t o r i o  se m a n t i e n e  c e r c a n o  a 1 d u r a n t e  l a  
ma y o r  p a r t e  de l  e n s a y o ,  m i e n t r a s  que  en l a s  e x p e r i e n c i a s  2 ,  3 y 
k ambas  c u r v a s  s e  s e p a r a n  h a s t a  e l  c a s o  l í m i t e ,  100% R D , en que 
e l  c o ns u mo  de 0^ es p r á c t i c a m e n t e  n u l o  ( f i g .  2 2 - 2 5 ) .  El  p e q u e ñ o  
p i c o  de c o ns u mo  que  s e  o b s e r v a  en e l  ú l t i m o  c a s o ,  a l a s  6 h o r a s  
de c u l t i v o ,  p u e d e  s e r  a t r i b u i d o  a 0£  u t i l i z a d o  no p a r a  l a  o b t e n ­
c i ó n  de  e n e r g í a  s i n o  p a r a  l a  s í n t e s i s  de e r g o s t e r o l  y á c i d o s  
g r a s o s  no s a t u r a d o s ,  ambos n e c e s a r i o s  p a r a  l a  f o r m a c i ó n  de l a  
p a r e d  c e l  u l a r ^ ^  .
En l a s  c i n c o  e x p e r i e n c i a s  l a  l a c t o s a  f u e  t o t a l m e n t e  c o n s u m i d a  
s i e n d o  l a  c o n c e n t r a c i ó n  p r á c t i c a m e n t e  n u l a  en e l  p u n t o  c o r r e s ­
p o n d i e n t e  a l a  máx i ma  v e l o c i d a d  de p r o d u c c i ó n  de CO^-
La c a n t i d a d  de e t a n o l  p r o d u c i d o  a u m e n t a  c o n f o r m e  l o  h a c e  el  %
RD en e l  i n o c u l o ,  y en e l  c a s o  de 100% RD se c o r r e s p o n d e  e s t e  
q u i o m é t r i c a m e n t e  con l o s  m o l e s  de C 0 £ P r o d u c i d o  de a c u e r d o  a l a  
r e a c c i ó n  g l o b a l :
C 12 H 2 2 0 1 1 ---* 4 CH3 ----  CH20H + k C 0 2
S e g ú n  l a  mi sma se  d e b e n  p r o d u c i r  t a n t o s  m o l e s  de e t a n o l  como 
de CO^» y en e s t e  c a s o  s e  t u v o :
2890 mi _ n i o n m° lm o l e s  de C0_ p r o d u c i d o s  - ------- —\ v , i ¿y  ,
2 22.b00^-, 'mo l
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m o l e s  de e t a n o l  p r o d u c i d o s  =  ^/ 1--- = o 130 mo—
^6 g/mol  * 1
E s t o  no h a c e  más que  c o m p r o b a r  que  l a  m u t a n t e  RD o b t u v o  l a  e n e r ­
g í a  s ó l o  p o r  v í a  g l u c o l í t i c a .  S i n  e mb a r g o  en l a s  e x p e r i e n c i a s  
1» 2,  3 y  ^ e l  e x c e s o  de ^0^ p r o d u c i d o  con r e s p e c t o  a l  O2 c o n s u ­
mi do  no s e  c o r r e s p o n d e  con l a  c a n t i d a d  de e t a n o l  f o r m a d a ,  s i e n d o  
l o s  m o l e s  de e t a n o l  f o r m a d o s  s i e m p r e  menor  que  l o s  de CO2 p r o d u ­
c i d o s  y l a  d i f e r e n c i a  es más n o t a b l e  a m e d i d a  que  a u m e n t a  el  
p o r c e n t a j e  de RC,  l o  que  i n d i c a r í a  que  l a s  c é l u l a s  n o r m a l e s  
e s t a r í a n  u t i l i z a n d o  e l  e t a n o l  p r o d u c i d o  p o r  l a s  RD.
Debe c o n s i d e r a r s e  t a m b i é n  que  l a  c a n t i d a d  de e t a n o l  o b t e n i d o  
en c a d a  c a s o  d e p e n d e r á  d e l  moment o  en que  se  " p a r e "  e l  c u l t i v o .
En e s t e  c a s o  se  u t i l i z ó  como c r i t e r i o  p a r a  f i n a l i z a r  e l  c u l t i v o  
e l  moment o  en que  é s t e  e n t r ó  en l a  f a s e  e s t a c i o n a r i a .
R e s u l t a  t a m b i é n  de i n t e r é s  l a  c o m p a r a c i ó n  de l a s  v e l o c i d a d e s  
e s p e c í f i c a s  de c r e c i m i e n t o .  S e g ú n  l a  f i g u r a  26 é s t a s  f u e r o n  de l  
o r d e n  de 0 , 3 7  h  ^ p a r a  l a s  e x p e r i e n c i a s  1,  2,  3 y  ^ i n d e p e n d i e n ­
t e m e n t e  d e l  p o r c e n t a j e  de Re y RD en e l  i n o c u l o .  S ó l o  c u a n d o  se 
c u l t i v a r o n  100 % de RD e l  v a l o r  f u e  de 0 , 2 7  h  ^ .
C u a d r o  X X X I V
V a r i a c i ó n  de  l a  p o b l a c i ó n  en f u n c i ó n  de l  t i e m p o  p a r a  e x p e r i e n c i a s  
c o n  d i s t i n t a  r e l a c i ó n  RC : RD en e l  i n o c u l o
Ex p . 2 E x p . 3 Exp . b E x p . b 1
T i empo 5fc RD T i empo %; RD T i empo % RD T i empo % RD
(hs) (hs) (hs) (hs)
0 11 0 37 0 79 0 Ib
2,5 7 2,5 *♦3,6 2,5 8*1,7 2 76,6
5 33 5 76,3 5 72,5
7 27 6,5 7b, 8 6,5 70,8
12,5 6 9 2b 8,5 70,3 8 58,8
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En el cuadro XXXIV se muestra la  e vo lu c ió n  de la pob lac ión  en func ión  del 
t i e m p o  p a r a  l a s  e x p e r i e n c i a s  en que  e l  i n o c u l o  f u e  m i x t o  j u n t a - 
m e n t e  con  o t r a  e x p e r i e n c i a ,  ^ 1 , en l a  que  s e  t r a t a  de r e p r o d u c i r  
l a s  c o n d i c i o n e s  de l a  e x p e r i e n c i a  N k . Los  v a l o r e s  c o r r e s p o n d e n
a p l a q u e o s  r e a l i z a d o s  p o r  c u a d r u p l i c a d o  u t i l i z a n d o  c o n j u n t a m e n t e  
el medio s e l e c t i v o  y e l  d i f e r e n c i a l ,  e l  c u a l  h i z o  l a s  v e c e s  de  
control de a q u e l  a l a  v e z  que  p e r m i t i ó  r e a l i z a r  r e c u e n t o s  d e n t r o  
de c a d a  c a j a  en b a s e  a l  d i f e r e n t e  c o l o r  de l a s  c o l o n i a s .  En e s t e  
c a s o  no se  c o n s i d e r a r o n  l a s  c a j a s  que  d i e r o n  menos  de 30 c o l o n i a s  
de un t i p o  a l o s  f i n e s  d e l  c á l c u l o .
Se  o b s e r v a  que  l a  p o b l a c i ó n  se e m p o b r e c e  en f u n c i ó n  de l  t i e m p o  
con r e s p e c t o  a l a s  m u t a n t e s  RD,  l o  c u a l  es  a t r i b u í b l e  a su menor  
v e l o c i d a d  e s p e c í f i c a  de c r e c i m i e n t o ;  s i n  e mb a r g o  en g e n e r a l  hay  
un a u m e n t o  de l  p o r c e n t a j e  RD a l a s  2 , 5  h s .  de c u l t i v o ,  p r o b a b l e ­
m e n t e  d e b i d o  a que  p o s e e n  una menor  f a s e  de r e t a r d o  que  l a s  R C , 
p a r a  l a s  c o n d i c i o n e s  en que  se  r e a l i z ó  e l  c u l t i v o .
F i n a l m e n t e  en l a  f i g u r a  27 se  o b s e r v a  c l a r a m e n t e  l a  e s t r e c h a  
r e l a c i ó n  que  e x i s t e  e n t r e  e l  % RC en l a  p o b l a c i ó n  y e l  r e n d i m i e n t o  
c e l u l a r .  T a n t o  é s t e  como l a  c a n t i d a d  de bi  omasa  f o r m a d a ,  d i s m i n u y e  
con  e l  a u m e n t o  de m u t a n t e s  RD en l a  p o b l a c i ó n  i n i c i a l .
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F i g u r a  21 :  C u r v a s  de c o ns umo  de 0 ^ ( 0 )  y p r o d u c c i ó n  de C O^ Í # )  c o r - r e s p o n ­
dí  e n t e s  a l  c u l t i v o  en t a n q u e  a g i t a d o  de K.  f r a g i l i s .  Compo­
s i c i ó n  d e l  i n o c u l o :  100^ RC.  Me d i o  de c u l t i v o  C ( g / 1 ) :  l a c t o s a
1 5 , 5 ;  S OZ4( N H ¿4) 2 2 , 4 ;  S 0 ¿4M g . 7 H 2 0 0 , 4 ;  P O^HI ^  2 , 5 ;  á c i d o  c í t r i c o  
m o n o h i d r a t a d o  1 , 0 9 ;  E x t r a c t o  de l e v a d u r a  O x o i d  2 , 0 ;  pH = 5 , 5 “ 
5 , 7 .  A g i t a c i ó n  800 R P M , c a u d a l  de a i r e  60 1/ h ,  v o l u m e n  de c u l ­
t i v o  3 , 0  1 .
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F i g u r a  22:  Consumo de 0 2 (O)  y p r o d u c c i ó n  de C0 2 ( # )  c o r r e s p o n d í ' e n
t e s  a un c u l t i v o  en t a n q u e  a g i t a d o  de K.  f r a g i l i s .  
I n o c u l o  11% R D ; 8 9^ RC.  Me d i o  de c u l t i v o  C ( g / 1 ) :
L a c t o s a  1 5 , 5 ;  S O ^ N H ^  2,b-  S O ^ M g ^ ^ O  0 , ¿4 ; PO^HK 
2 , 5 ;  A c i d o  c í t r i c o  m o n o h i d r a t a d o  1 , 0 9 ;  E x t r a c t o  de l e v a  
d u r a  O x o i d  2 , 0 ;  pH = 5 , 5 “ 5 , 7 • A g i t a c i ó n  800 RPM;  c a u d a l  
de a i r e  60 1/ h ;  v o l u m e n  de c u l t i v o  3 , 0  1.
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F i g u r a  23 :  Consumo de C>2 (O)  y p r o d u c c i ó n  de C02 ( # )  c o r r e s po n d i e n t e s
a un c u l t i v o  en t a n q u e  a g i t a d o  de K.  f r á g i l  i s . I n o c u l o  
37% RD;  63% RC.  Me d i o  de c u l t i v o  C ( g / 1 ) :  L a c t o s a  1 5 , 5 ;
S O ^ ( N H ^ )  2 , ¿ 4 ; S 0 ¿4M g . 7 H 2 0 0 , ¿4 ; P O^H I ^  2 , 5 ;  A c i d o  c f t r i c o  
m o n o h i d r a t a d o  1 , 0 9 ;  E x t r a c t o  de l e v a d u r a  O x o i d  2 , 0 ;  
pH = 5^5 _ 5 , 7 . A g i t a c i ó n  800 RPM;  c a u d a l  de a i r e  60 1 / h ;
v o l u m e n  de c u l t i v o  3 ,0  1 .
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F i g u r a  2 b :  C u r v a s  de c ons umo  de 0 2 (O)  y p r o d u c c i ó n  de C02 ( # )
c o r r e s p o n d i e n t e s  a l  c u l t i v o  en t a n q u e  a g i t a d o  de K.  f r á ­
g i l  i s .  C o m p o s i c i ó n  de l  i n o c u l o :  2 U  RC,  7 3% RD.  Me d i o
de c u l t i v o  C ( g / l ) :  l a c t o s a  1 5 , 5 ;  S 0 ^  ( N H  ^) 2 2 , b  , SO^Mg.
q q ^ . p q ^ HK 2 2 , 5 ;  á c i d o  c í t r i c o  m o n o h i d r a t a d o  1 , 0 9 ;  
E x t r a c t o  de l e v a d u r a  Ox o i d  2 , 0 ;  pH = 5 , 5 - 5 , 7 .  A g i t a c i ó n  
800 RPM,  c a u d a l  de a i r e  60 1/h ,  v o l u me n  de c u l t i v o  3 , 0  1
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t i e m p o  ( h ]
F i g u r a  2 5 :  Consumo de 02 ( O)  y p r o d u c c i ó n  de C02 ( • )  c o r r e s ­
p o n d i e n t e s  a un c u l t i v o  en t a n q u e  a g i t a d o  de K. 
f r á g i l  i s . I n o c u l o  1.00% RD.  Me d i o  de c u l t i v o  C í g / 1 ) :  
L a c t o s a  1 5 , 5 ;  S O ^ N H ^  2 , 4 ;  S O ^ M g . y ^ O  0 , 4 ;
P0^H«2  2 , 5 ;  A c i d o  c í t r i c o  m o n o h i d r a t a d o  1 , 0 9 ;  E x t r a c ­
t o  de l e v a d u r a  O x o i d  2 , 0 ;  pH = 5 , 5 " 5 , 7 • A g i t a c i ó n  
800 RPM;  c a u d a l  de a i r e  60 l / h ;  v o l u m e n  de c u l t i v o  
3 , 0  1 .
-114-
F i g u r a  26.  C u r v a s  de c r e c i m i e n t o  de p r o c e s o s  con d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a  
c i o n e s  i n i c i a l e s  de c é l u l a s  n o r m a l e s  ( R C ) y m u t a n t e s  d e f i ­
c i e n t e s  r e s p i r a t o r i a s  ( R B ) .
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F i g u r a  2 7: R e n d i m i e n t o  en b i o ma s a  en f u n c i ó n  de l  p o r c e n t a j e  de c é l u l a s  
d e f i c i e n t e s  r e s p i r a t o r i a s  en el  i n o c u l o .
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C O N C L U S I O N E S  G E N E R A L E S
Los  r e s u l t a d o s  de l o s  e s t u d i o s  de b a l a n c e  de me d i o  y c o n ­
d i c i o n e s  o p e r a t i v a s  p e r m i t e n  l a s  s i g u i e n t e s  c o n s i d e r a c i o n e s :
En m e d i o s  s i n t é t i c o s  c o n t e n i e n d o  l a c t o s a  como f u e n t e  de 
c a r b o n o ,  s a l e s  de Mg PO^ l o s  r e n d i m i e n t o s  c e l u l a r e s  no r e s u l ­
t a n  a f e c t a d o s  po r  e l  uso de u r e a  o s u l f a t o  de a mo n i o  y m a c e r a d o  
de m a í z  o e x t r a c t o  de l e v a d u r a  como f u e n t e  n i t r o g e n a d a  o a p o r t e s  
de f a c t o r e s  de  c r e c i m i e n t o .  La máxi ma c o n c e n t r a c i ó n  de l a c t o s a  
de l o s  m e d i o s ,  p a r a  a s e g u r a r  c u l t i v o s  a e r ó b i c o s  con máx i mos  
r e n d i m i e n t o s  c e l u l a r e s  es  f u n c i ó n  de l  K l a  de l  s i s t e m a .  Los  
f e r m e n t a d o r e s  a g i t a d o s  d i s p o n i b l e s ,  o p e r a n d o  en c o n d i c i o n e s  
de  máx i ma  t r a n s f e r e n c i a  a s e g u r a n  que  me d i o s  s i n t é t i c o s  c o n t e ­
n i e n d o  12 g/1 de l a c t o s a  den l u g a r  a c u l t i v o s  no l i m i t a d o s  en 
o x í  g e n o .
La s u p 1e m e n t a c i ó n  de s u e r o  de q u e s o  con  s a l e s ,  f u e n t e s  n i t r o ­
g e n a d a s  y f a c t o r e s  de c r e c i m i e n t o  a u m e n t a n  s e n s i b l e m e n t e  l o s  
r e n d i m i e n t o s  c e l u l a r e s  en r e l a c i ó n  a l  s u e r o  de q u e s o  s i n  n i n g ú n  
a g r e g a d o .  P a r a  l o s  t a n q u e s  de f e r m e n t a c i ó n  d i s p o n i b l e s ,  o p e r a n d o  
en c o n d i c i o n e s  de máx i ma  t r a n s f e r e n c i a  de o x í g e n o ,  se  h a c e  n e c e ­
s a r i o  d i l u i r  e l  s u e r o  de q u e s o  a v a l o r e s  de l a c t o s a  c o m p r e n d i d o s  
e n t r e  12 y 15 g/1 a f i n  de l o g r a r  c u l t i v o s  no l i m i t a d o s  en o x í ­
g e n o .
Con r e s p e c t o  a l a  p r o d u c c i ó n ,  a n á l i s i s  y e n s a y o s  de a l i m e n ­
t a c i ó n  de l  p r e p a r a d o  p r o t e i c o  es  i n t e r e s a n t e  d e s t a c a r  q u e :
A l a s  11 h o r a s  de c u l t i v o ,  se  a l c a n z a  l a  máxi ma c o n c e n t r a c i ó n  
c e l u l a r  y l a  l a c t o s a  ha s i d o  t o t a l m e n t e  c o n s u m i d a .  E s t e  t i e m p o  
de r e t e n c i ó n  c o r t o  es  i m p o r t a n t e  s i  se  c o n s i d e r a  l o s  g r a n d e s  
v o l ú m e n e s  d i a r i o s  de s u e r o  que  p r o d u c e n  l a s  f á b r i c a s  de q u e s o .
El  t r a t a m i e n t o  p r e v i o  d e l  s u e r o  con H £ 0 £ r e s u  ^ t a e f e c t i v o  ya
que  e l  t e n o r  de l a c t o s a  i n i c i a l  no se  m o d i f i c a  en c u a t r o  d í a s  ( f i g
L o s  e s t u d i o s  de a l i m e n t a c i ó n  de p o l l o s  p a r r i l l e r o s  e m p l e a n d o  
b a l a n c e a d o s  ¡ s o p r o t e i c o s  con  d i s t i n t a s  f u e n t e s  de p r o t e í n a s  como 
h a r i n a  de  c a r n e  ( H C ) , h a r i n a  de p e s c a d o  ( HP )  y e l  p r e p a r a d o  
p r o t e i c o  o b t e n i d o  p o r  f e r m e n t a c i ó n  ( P P F )  d e m u e s t r a n  e l  m e j o r  
c o m p o r t a m i e n t o  d e l  P P F  en r e l a c i ó n  a d i e t a s  que  c o n t i e n e n  HP,  HC,  
y HP + H C .
Del  a n á l i s i s  de l o s  r e s u l t a d o s  de l a s  e x p e r i e n c i e a  r e a l i z a d a s
5)
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con p o l l a s  p o n e d o r a s  s u r g e  que  no e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i ­
c a t i v a s  B n  l a  p o s t u r a ,  p e s o  de h u e v o  y c o n v e r s i ó n .  P o r  l o  t a n t o  
e l  p r e p a r a d o  p r o t e i c o  en e s t u d i o  ( P P F ) pue d e  r e e m p l a z a r  a c u a l ­
q u i e r a  de  l a s  h a r i n a s  a n i m a l e s  y v e g e t a l e s  e n s a y a d a s  que  n o r m a l ­
me n t e  f o r m a n  p a r t e  de l o s  a l  i m e n t o s  b a l a n c e a d o s .
En l o  que  se r e f i e r e  a l o s  e s t u d i o s  s o b r e  e l  r e n d i m i e n t o  c e l u ­
l a r  en m e d i o s  que  c o n t i e n e n  s ó l i d o s  en s u s p e n s i ó n  se  d e m u e s t r a  
que  l a  d e t e r m i n a c i ó n  de l  r e n d i m i e n t o  c e l u l a r  es  f a c t i b l e  s i  se  
c o n o c e n  l o s  v a l o r e s  i n i c i a l  y f i n a l  de e x t r a c t o  s e c o  como a s í  
t a m b i é n  e l  c o ns umo  de l a  f u e n t e  de c a r b o n o  y e n e r g í a .  La r e l a ­
c i ó n  que  p e r m i t e  e l  c a l c u l o  de l  r e n d i m i e n t o  e s t a  dada  p o r :
El  m é t o d o  no es  a p i  i c a b l e  c u a n d o  hay  f o r m a c i ó n  de p r o d u c t o  no 
v o l á t i l  y c u a n d o  l a  f u e n t e  de n i t r ó g e n o  p u e d e  s e r  u t i l i z a d a  
como f u e n t e  de e n e r g í a .  Además  e l  mé t o d o  p o d r í a  s e r  ú t i l  p a r a  
d e t e c t a r  e s t o s  f e n ó m e n o s  s i  e l  me d i o  de c u l t i v o  no c o n t i e n e  
s ó l i d o s  en s u s p e n s i ó n .
C o n s i d e r a n d o  e l  c u l t i v o  d i s c o n t i n u o  a l i m e n t a d o ,  e l  mo d e l o
s u g e r i d o  p e r m i t e  p r e d e c i r  e l  c o m p o r t a m i e n t o  de d i c h o  s i s t e m a  
en b a s e  a l o s  p a r á m e t r o s  de l  s i s t e m a  b a t c h  ( u p ; S Q ; Y,  e t c . )  
L a s  e c u a c i o n e s  de d i s e ñ o  p r o p u e s t a s  s o n :
Se  d e m u e s t r a  l a  v a l i d e z  de e s t a s  e c u a c i o n e s  con v a l o r e s  
d e t e r m i n a d o s  e x p e r i  me n t a  1m e n t e .
P o r  ú l t i m o  l o s  e s t u d i o s  s o b r e  l a  i n f l u e n c i a  de m u t a n t e s  
r e s p i r a t o r i a s  en e l  r e n d i m i e n t o  de b i o m a s a  p e r m i t e n  d e m o s t r a r  
l a  n e c e s i d a d  de c o n t r o l a r ,  en e l  i n o c u l o ,  l a  h o m o g e n e i d a d  de 
l a  p o b l a c i ó n  ya que  l a  masa  c e l u l a r  d i s m i n u y e  p r o p o r c i o n a l m e n t e  
con  e l  a u m e n t o  de m u t a n t e s .
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